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ASA
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Error innato del metabolismo.
Enfermedades de almacenamiento lisosomal.
Mucopolisacaridosis
Glicosaminoglicanos
Iduronato-2-sulfatasa
o-L-iduronidasa

Heparan sulfato

Dermatan sulfato

Condroitin sulfato

Keratan sulfato

Arilsulfatasa B

Arilsulfatasa A

Deficiencia multiple de sulfatasas

Mucolipidosis



SINTESIS

La tesis resume el trabajo realizado en el Instituto de Neurologia y Neurocirugia
entre 1986 y 2005 en el diagnéstico de las enfermedades de almacenamiento
lisosomal (EAL). En la primera parte se reportan los resultados obtenidos en el
diagnéstico de 19 EAL. De 1 853 pacientes con sospecha clinica fueron
diagnosticados 151 pacientes (8,2% de positividad). La esfingolipidosis resulto el
grupo con mayor numero de casos diagnosticados (32,4%), siguiéndole las
mucopolisacaridosis (27,8%) y las glucoproteinosis (23,2%).

En la segunda parte se reportan los resultados de la introduccion del diagnéstico
prenatal en 12 embarazadas con antecedentes de hijos con alguna de estas
enfermedades. Sugerimos la necesidad de disponer de los estudios moleculares y
enzimaticos para poder ofrecer un mayor margen de seguridad.

La tercera parte recoge los resultados del estudio epidemiolégico en el periodo
1990 — 2005. Se obtuvieron por primera vez en Cuba y en la regiéon de América
Latina datos epidemioldgicos acerca de la incidencia de las EAL. Encontramos
una incidencia combinada de 5,6/100 000 nacidos vivos, inferior a lo reportado en
otros estudios realizados en poblaciones caucasicas, con algunas
particularidades, como el hallazgo de que Cuba tiene una de las incidencias mas

altas de glucoproteinosis en el mundo.
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l. INTRODUCCION

A principios del siglo XIX (1810) Wollaston descubrio el primer error innato del
metabolismo (EIM) (Finkelstein, 2000), pero no fue hasta 1908 que Garrod
establecié el término e intuyd que un bloqueo metabdlico podia ser el defecto
primario que determinara las alteraciones observadas, lo cual abria una nueva
etapa en la medicina. La investigacion de la variabilidad genética ha contribuido al
avance en los conocimientos de las vias metabdlicas, de la fisiologia, de la
biologia humana y del papel de los organulos celulares (Vellodi, 2005).

El progreso al principio fue lento, pero se aceleré en la década del 50 con el
desarrollo de nuevas tecnologias, como son: los métodos cromatograficos, las
técnicas electroforéticas de separacion de proteinas y la enzimologia con una
gran variedad de sustratos, incluidos radiois6topos (Diez, 1984). Actualmente la
espectrometria de masa se aplica para el diagnostico de los EIM, a través de la
cuantificacion de metabolitos, la identificacion de proteinas marcadoras y la
determinacion de actividad enzimética (Li y col, 2004). Estas técnicas se realizan
en manchas de sangre seca sobre papel de filtro por la facilidad que representa
este tipo de muestra (Chamoles y col, 2001; Chamoles y col, 2002; Chamoles y
col, 2004).

Aunque de forma individual los EIM tienen una baja incidencia 1/5 000 nacidos
vivos, (Campistol, 2002), al ser un grupo muy amplio de enfermedades (se
conocen mas de 500), la prevalencia global es de 1/600. Actualmente, gracias a
las pruebas de pesquisaje neonatal, se estd planteando que la prevalencia
probablemente sea mayor (Martin y col, 2007).

Estas enfermedades son muy importantes como problema de salud, debido a su
gravedad, siendo la causa de muertes prematuras, severos trastornos
neurologicos, retraso mental y en general pobre calidad de vida, dada por la
dependencia de otras personas, institucionalizacion, gastos de salud elevados y
como consecuencia cargas familiares, sociales y econ6micas muy notables
(Campos, 2010).

El diagndstico preciso de los EIM en edades tempranas de la vida es esencial para

el éxito de los tratamientos (en los casos en que sean susceptibles a los mismos),



asi como para realizar un buen cuidado médico y psicosocial de los pacientes y
su familia. Ademas es un requisito previo para un asesoramiento genético 6ptimo
y diagnostico prenatal en futuros embarazos, abriéendose para ellos nuevos
horizontes y la posibilidad de tener descendientes sanos (Sands, 2006).

Un capitulo importante de las enfermedades heredo-metabdlicas esta ocupado
por las de almacenamiento lisosomal o enzimopatias lisosomales (EAL). Se
producen por defecto de sintesis o deficiencias de hidrolasas acidas lisosomales,
que provocan la acumulacién progresiva del precursor de la reaccion bloqueada,
en las células de diferentes tejidos y 6rganos, con disfuncion patoldgica creciente
debido al déficit enzimatico (Parkinson-Lawrence y col, 2010).

Las EAL constituyen un complejo sistema de EIM en el que aparecen
regularidades, como sistema general y particularidades en los niveles clinicos,
bioquimicos y genéticos, existiendo interrelacion en algunas de ellas. Estas
caracteristicas fueron expuestas por Hers (1963,1965): almacenamiento
intracelular de material, heterogeneidad del material almacenado, depdsito
vacuolar relacionado con la membrana, naturaleza clinica progresiva.

Existen varias clasificaciones de estas enfermedades, una de las mas utilizadas es
la que las distribuye de acuerdo con el tipo de sustrato acumulado, producto del
defecto enzimatico (Vellodi, 2005).

El comportamiento de las EAL a nivel mundial es muy variado, existe poca
informacion y esta es controversial, pues las cifras de incidencia y prevalencia de
estas enfermedades depende de las regiones geograficas donde se estudian, de
las etnias, de la consanguinidad existente y del grado de desarrollo de esa region
o pais. A nivel mundial se estima que la incidencia combinada de las EAL oscila
entre 7,6/100 000 y 25/100 000 nacidos vivos, segun los programas de pesquisaje
de diferentes paises (Poorthuis y col, 1999; Meikle y col, 1999; Applegarth y col,
2000; Dionisi-Vici y col, 2002; Pinto y col, 2004; Sanderson y col, 2006; Stromme y
col, 2007; Moammar y col, 2010; Poupétova vy col, 2010).

Existe un numero limitado de estudios que han investigado la incidencia de las
EAL. Uno de los problemas principales asociados con la obtencion precisa de

datos epidemiolOgicos para estas enfermedades individualmente raras, es que en



la mayoria de los paises hay varios centros diagnosticos, lo cual conspira contra la
recoleccion y unificacion de la informacion (Giugliani, 2010).

A diferencia de esos paises, en Cuba se realiz6 un importante estudio desde abril
de 2003 hasta febrero de 2004, sobre discapacidad y retraso mental. Este estudio
arrojo variables epidemioldgicas a escala nacional para sindrome de Down,
sindrome de fragil X, consanguinidad y alcoholismo materno (Lantigua y col,
2008), pero quedd un grupo de retrasados mentales sin clasificar en la que
pudieran estar los pacientes que padecen algunas EAL.

La prevalencia de las EAL se comporta de forma variada entre las distintas
regiones. En Australia, para 27 EAL con 545 diagndsticos, reportan una
prevalencia combinada de 11,1/100 000 (Meikle y col, 1999), mientras que en
Portugal la prevalencia es de 25/100 000 para 29 EAL y 353 diagndsticos (Pinto y
col, 2004). Por otro lado, la incidencia de EAL especificas tiene grandes
variaciones entre diferentes regiones y etnias: valores tan altos como 5,4/100 000
para la aspartilglucosaminuria en la poblacion finlandesa y de 25,6/100 000 para la
enfermedad de Tay—Sachs en los judios ashkenazi (Meikle y col, 1999; Fuller vy
col, 2006).

Estudios de las EAL en America Latina

En América Latina el diagnéstico de EIM comenzé en el afio 1970 (Argentina,
Brasil y Chile). En 1997 Giugliani y Coelho publicaron los resultados de encuestas
que realizaron acerca del diagnéstico de EIM en 26 laboratorios de 8 paises
(Argentina, Brasil, Chile, Cuba, México, Pera, Uruguay y Venezuela). Este estudio
arrojo que las mucopolisacaridosis (MPS) constituian el segundo diagnéstico en
frecuencia dentro de los EIM en la region, solo superadas por la fenilcetonuria.
Posteriormente en una reunién de expertos de América Latina, se reportd el
diagnéstico de aproximadamente 4 000 EIM por Penchaszadeh y Beiguelman
(1998). Se han publicado varios estudios sobre EAL en Brasil (Coelho y col, 1997;
Giugliani y col, 1998), Argentina (Dodelson y col, 1997; Chamoles y col, 2002; Liy
col, 2004), Chile (Mabe y col, 2004) y otros paises (Zetina y Gonzalez-Noriega,

1989; Velazquez y col, 2000; Barrera, 2009), con reportes de casos y de algunas



series de casos, descripciones clinicas, bioquimicas y de biologia molecular, asi
como estudios de frecuencias relativas, con resultados controvertidos. Por
ejemplo, en un estudio realizado por Coelho y col (1997) se sefala que las
mucopolisacaridosis constituian el grupo mas frecuente de EIM en Brasil (59,8%).
Por otro lado, en un reporte de Velazquez y col (2000) en México en el periodo
comprendido entre 1989 y 1998, donde se estudiaron 5 186 pacientes, se
diagnosticaron 118 casos con EIM; sin embargo, no se incluyeron los diagndsticos
de EAL y enfermedades peroxisomales por falta de recursos. En Colombia,
Barrera (2009) reportd su experiencia personal en el diagndstico de 386 pacientes
con EIM, de los cuales el 65,3% correspondia a EAL y destaca las dificultades
existentes para tener un cuadro mas real de la frecuencia de estas enfermedades
en el pais por la dispersion de los diagndsticos.

No tenemos conocimiento de que en América Latina existan estudios
epidemiolégicos nacionales con relacion a las EAL por las dificultades que
anteriormente expresamos. De hecho, en Brasil -que ha sido lider de la
investigacion de los EIM en la region — recientemente se sefialé que no se conoce

la incidencia real de las MPS (Vieira y col, 2008).

Estudio de las EAL en Cuba

El primer reporte de EIM en Cuba fue publicado en el Boletin de la Sociedad
Cubana de Pediatria por Aballi y Pascual en 1938, sobre un paciente que padecia
la enfermedad de Gaucher (Céspedes vy col, 1988). Posteriormente Pascual y
Diez (1973) publican un estudio realizado en una poblacién seleccionada de
retrasados mentales, empleando pruebas metabdlicas cualitativas en orina vy
cromatografia unidimensional en orina.y sangre. En una muestra de 653 pacientes
estudiados reportaron 6 fenilcetonurias, 7 aminoacidopatias generalizadas, 2
Sindrome de Lowe, una hidroxiprolinemia transitoria y 8 MPS. Algunos afios
después LoOpez-Saura (1979) en su Tesis doctoral, estandariza y sugiere la
implementacion de métodos enzimaticos para el diagnéstico de EAL, asi como su
aplicacion inmediata a casos sospechosos. En el afilo 1986, se introdujo el

diagnéstico enzimatico de EAL en el Instituto de Neurologia y Neurocirugia de la



Habana (INN) y en el Centro Nacional de Genética Médica (CNGM), en
coordinacién con el Centro Nacional de Investigaciones Cientificas (CNIC). A
partir de este momento comenzaron a recibirse pacientes de todo el pais con
sospecha clinica de EAL para la definicion del diagnostico por métodos
enzimaticos.

Se han realizado reportes por varios grupos de investigadores con relacion al
diagnéstico de casos (Dyce y col, 1993; Alvarez y col, 1999; Llauradé y col, 2000;
Campos y col, 2008 ) y descripciones de series de casos (Menéndez y col, 1993;
Llaurado y col, 1994; 1999; Soto y col, 1998, 2007; Tamayo Yy col, 1999, Gutiérrez
y col, 2007), los cuales fueron estudiados desde el punto de vista bioquimico en
nuestro Instituto (INN) o en el Centro Nacional de Genética Médica (CNGM) desde
1986 hasta 1989. A partir de 1990 y hasta 2005 todos los diagndsticos enzimaticos
se realizaron en el INN. Los resultados de este trabajo aparecen relacionados en
las publicaciones de la autora correspondientes al tema de la tesis y seran
expuestos en el presente trabajo.

La centralizacion de los diagnésticos enzimaticos en Cuba durante un periodo de
16 afios (1990-2005), se concentraron en el INN. Esto, unido a las ventajas de la
organizacion de nuestro Sistema Nacional de Salud, nos ofrecen la posibilidad de
realizar una estimacién de la incidencia de las EAL estudiadas en el pais, lo cual
aportaria informaciéon de interés para la regién, dada la ausencia de una
aproximacion epidemiolégica a la situacion de las EAL en Cuba y en América

Latina.

Problema cientifico
Considerando todo lo expuesto nos planteamos las siguientes interrogantes
cientificas:
e (Cudl es la frecuencia de las EAL en la casuistica de casos sospechosos
estudiada en el INN en el transcurso de 20 afios y cOmo se comporta con

relacion a lo que esta reportado en el mundo?



¢ Existen diferencias en la actividad enzimatica de las EAL entre pacientes-
padres-controles, con la edad de presentacién de la enfermedad y forma
clinica de la misma?

Teniendo en cuenta que durante el periodo 1990-2005 todos los
diagnoésticos enzimaticos de EAL en el pais se realizaron en el INN,
¢podriamos estimar la incidencia y frecuencia de portadores en Cuba para

las EAL estudiadas?

Para dar respuesta a estas interrogantes nos propusimos los siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL:
Caracterizar las enfermedades de almacenamiento lisosomal en un periodo de 20

afos de diagndstico enzimatico en el Instituto de Neurologia y Neurocirugia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Reportar la distribucion, segun enfermedad, de los diagndsticos enzimaticos

realizados en el Instituto de Neurologia y Neurocirugia (INN) en pacientes
con sospecha de enfermedades de almacenamiento lisosomal durante el
periodo 1986-2005.

Evaluar los resultados de la cuantificacion de la actividad de 19 enzimas
lisosomales en pacientes, padres y controles en el periodo 1986-2005, asi
como su posible asociacion con la edad de presentacion de la enfermedad
y forma clinica.

Presentar y evaluar los resultados del INN en el diagndstico prenatal de
enfermedades de almacenamiento lisosomal.

Estimar la incidencia y frecuencia de portadores de las enfermedades de

almacenamiento lisosomal estudiadas en Cuba.

Novedad cientifica

1. Se presentan por primera vez en Cuba, los resultados del diagndstico

enzimatico de 19 EAL obtenidos en el transcurso de 20 afos en un

laboratorio centralizado.



2. Se proponen, por primera vez en Ameérica Latina, datos epidemiologicos

nacionales de 19 EAL.

El impacto cientifico-técnico de este trabajo radica en:

1. La introduccion y aplicacion del diagnodstico enzimatico en el INN, con
alcance nacional, para el estudio de estas enfermedades, cuestion
primordial para lograr el diagndstico temprano, que en los EIM, en general,
y en las EAL, en particular, es una herramienta fundamental para el manejo
clinico y terapéutico de estos pacientes.

2. El conocimiento de la situacién epidemioldgica de las EAL en Cuba, brinda
al Sistema Nacional de Salud informacion importante para el
establecimiento de politicas de atencion a pacientes con estas
enfermedades y familiares. Ademdas permite organizar un adecuado
asesoramiento genético y planificar las estrategias de tratamiento para

aguellas enfermedades en que esté disponible.



ll. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.0 Errores innatos del metabolismo.

El primer EIM fue descubierto por Wollaston en el afio 1810 al encontrar en los
calculos biliares de una paciente una sustancia que denomind 6xido cistico, que
muchos afios después (1902) se identific6 como un aminoacido y se le dio el
nombre de cistina (Wollaston, 1810).

El concepto de EIM lo establecid, a principios del siglo XX (1908), sir Archibald
Garrod, profesor de medicina de Oxford, basandose en la cistinuria anteriormente
citada y en tres trastornos mas: alcaptonuria, pentosuria y albinismo. Sin tener
conocimientos especificos del metabolismo de dichos compuestos, Garrod intuyé
que el concepto de vias metabdlicas, introducido recientemente, podria explicar
estas alteraciones quimicas y estableci6 que un bloqueo metabdlico seria el
defecto primario, lo cual abrié una nueva etapa en la medicina y la investigacion
(Garrod, 1908).

Los EIM son enfermedades genéticas basadas en la alteracién de una proteina o
de una enzima que hace que un proceso metabdlico quede bloqueado. Agrupan
alrededor de 400 enfermedades (de Robertis y col, 1997; Garcia, 2000).

Los efectos de estos errores son debidos a la acumulacion toxica de sustratos
antes del bloqueo, los intermediarios de las sendas metabdlicas alternativas y los
defectos en la produccién de energia, causados por una deficiencia de productos
mas alla del bloqueo o una combinacién de estas desviaciones metabdlicas. Cada
enfermedad metabdlica puede tener varias formas que varian respecto a la edad
de presentacion, la severidad clinica y el modo de herencia (Weiner y col, 2005).

Como problema de salud, las enfermedades metabdlicas hereditarias se
consideran mas importantes por la severidad que por la frecuencia, pues
Gnicamente en un pequefio niamero de ellas el tratamiento puede aliviar o
estabilizar y controlar los sintomas; por lo tanto, son mayoritariamente incurables e
irreversibles: causa de muerte prematura, pobre calidad de vida, dependencia total
de otras personas, institucionalizacién, gastos sanitarios elevados, cargas
familiares, sociales y econdémicas notables. Se les consideraban enfermedades

raras debido a que su incidencia es relativamente baja con respecto a las



enfermedades habituales de la vida adulta. Consideradas en su conjunto no son
infrecuentes. En base a la experiencia de los laboratorios de diagnéstico, la
incidencia combinada a nivel mundial seria de 1/600-800 (Pampols y col; 1995;
Menéndez, 2000), de los cuales el 50 % desarrolla la enfermedad durante el
periodo neonatal (Martin y col, 2007).

En paises desarrollados se estima que las enfermedades genéticas en general,
son responsables del 50% de las muertes por debajo de los quince afos y
motivan el 30% del total de los ingresos pediatricos en los hospitales. El
reconocimiento y diagnostico de las enfermedades metabolicas hereditarias es
dificii y un numero importante de los pacientes mueren sin haber sido
diagnosticados o con un diagndstico incorrecto. Se puede decir, por lo tanto, que
la incidencia estd4 subestimada. La deteccion de las enfermedades metabdlicas
hereditarias se apoya soOlo en una parte muy pequefia de los programas de
diagnéstico precoz y en realidad depende fundamentalmente del indice de
sospecha clinica y laboratorios de diagnostico especializados (Maya, 1994;
Prietsch, 2002).

Dentro de los EIM, ocupa un capitulo importante lo relacionado con los trastornos
genéticamente determinados del lisosoma, lo cual da lugar a las EAL, que seran

expuestas a continuacion.

2.1 Enfermedades lisosomales.

2.1.1 Caracteristicas generales.

Los lisosomas (Anexo 1) fueron aislados en 1955 por el biélogo belga, de Duve a
través de métodos de fraccionamiento celular (de Duve y col, 1955). Son vesiculas
limitadas por membranas, que contienen numerosas enzimas hidroliticas para la
digestion intracelular controlada de macromoléculas (Greiner-Tollersrud y Berg,
2005). La membrana lisosomal tiene una bomba de protones que mantiene el pH
interno acido (proximo a 5) y posee propiedades de permeabilidad selectiva que
permiten la entrada y salida de sustratos (Prietsch, 2002). Los lisosomas se
clasifican en dos clases generales: 1) lisosomas primarios, que son vesiculas

membranosas esféricas que se originan por gemaciéon en las cisternas trans del



aparato de Golgi y en su interior contienen enzimas hidroliticas en estado latente y
2) lisosomas secundarios, que se forman al asociarse los lisosomas primarios con
otros elementos celulares y sus enzimas son activadas (Greiner-Tollersrud y Berg,
2005).

Actualmente se conocen unas sesenta enzimas lisosomales, en su mayoria de
tipo hidrolitico (proteasas, glucosidasas, lipasas, nucleasas, etc), capaces de
catalizar la desintegraciéon secuencial de una gran diversidad de sustratos
macromoleculares aportados por autofagia o endocitosis (Chabas y col, 1995).

La relacion que existe entre los lisosomas y las EAL fue establecida por Hers en
1963, cuando demostro que el déficit de la enzima maltasa acida (a-glucosidasa)
provocaba la acumulacion de glucogeno en el interior de los lisosomas en los
pacientes que padecian la enfermedad de Pompe (glucogenosis Tipo Il) (Markley,
2001; Vellodi, 2005).

Las EAL son trastornos hereditarios que se producen por la incapacidad de
degradar las macromoléculas por un defecto funcional especifico. Esta disfuncion
provoca la acumulacion de macromoléculas en el lisosoma y es la causa de la
enfermedad.

Hasta el presente se han descrito alrededor de cincuenta tipos de EAL y si
consideramos los diferentes subtipos y variantes llegan hasta sesenta (Parkinson-
Lawrence, 2010).

El concepto original de enfermedad lisosomal congénita establecia que debia ser
deficitaria una enzima implicada en el proceso degradativo del sustrato que se
acumulaba en el lisosoma. Efectivamente, la mayoria de las enfermedades
lisosomales son consecuencia de mutaciones diversas en los genes estructurales
codificadores de las hidrolasas lisosomales, pero también se han demostrado
defectos genéticamente determinados que conciernen a las proteinas que
intervienen en el proceso de postraduccion, localizacion en el organulo y
maduracién de las hidrolasas, cuya consecuencia es igualmente el acumulo

intralisosomal de sustrato (Vellodi, 2005).

En resumen, y atendiendo a las causas genomicas de las EAL, se establecen las

siguientes categorias (Meikle y col, 2004):
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e Enfermedades debido a mutaciones, generalmente aisladas, que
conciernen a genes estructurales codificadores de las hidrolasas. Si la
mutacion impide la transcripcion a ARNm o su traduccion, habré incluso
una ausencia de proteina enzimatica detectable inmunolégicamente. No
obstante, la gran mayoria son mutaciones que llevan a la sintesis de una
proteina enzimatica con sus propiedades cataliticas alteradas.

e Enfermedades en las que la proteina enzimética lisosomal no es
empaquetada y procesada correctamente en los lisosomas por incapacidad
de generar la sefial de reconocimiento (manosa-6-fosfato), como sucede en
las mucolipidosis Il y 11l (defectos en el procesamiento y localizaciéon de las
hidrolasas acidas).

e Enfermedades en las que la proteina enzimética es inestable en los
compartimentos prelisosomal o lisosomal; por ejemplo, la galactosialidosis,
debida al déficit de una proteina activadora de la degradacion proteolitica
intralisosomal.

¢ Enfermedades debidas a defectos en alguna de las proteinas activadoras
especificas de hidrolasas que catabolizan los esfingolipidos (SAP).

e Enfermedades en las que se afecta el mecanismo de transporte de
membrana de los metabolitos que deben salir del lisosoma.

En todas ellas, la acumulacion de los materiales no degradados lleva a la
interrupcion de las funciones celulares y organicas, ocasionando los signos y
sintomas clinicos de las diferentes entidades patolégicas. Sin embargo, la
correlacion entre la alteracion genotipica y su expresion fenotipica tiene factores
imprecisos (Meikle y col, 2004).

Frecuentemente estas enfermedades despliegan un amplio espectro de
presentacion clinica y soOlo en algunas de ellas es posible relacionar las
mutaciones del gen estructural con los diversos grados de severidad del trastorno
metabolico (Gieselmann, 2005). Esta heterogeneidad fenotipica y genotipica es
atribuible principalmente a: 1) fendmenos de alelismo mudltiple en el locis del gen
que dirige la sintesis de la enzima andmala, por ejemplo los distintos fenotipos de

los sindromes de Hurler, Scheie y Hurler-Scheie debido al déficit de la enzima a-
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L-iduronidasa, 2) mutaciones en diferentes locis que afectan a proteinas distintas
pero con actividad catalitica semejante, por ejemplo los subgrupos A, B, Cy D de
la enfermedad de Sanfilippo con fenotipos aparentemente semejantes, pero
resultantes de cuatro lesiones enzimaticas distintas (Matalon y col, 2008).

Una consecuencia adicional de la existencia de mutaciones alélicas, que complica
el diagndstico bioquimico de las EAL, es que pueden dar lugar a las denominadas
pseudodeficiencias enzimaticas. En estos casos se observa, en individuos de la
poblacién general, una actividad enzimética in vitro reducida a niveles incluso
comparables a los detectados en homocigotos afectados de una enfermedad de
origen lisosomal. Se ha identificado esta condicion de pseudodeficiencia
enzimatica en miembros sanos de familias con homocigotos afectados de MPS |,
MPS VI, fucosidosis y leucodistrofia metacromética (Gort, 2000).

La existencia de isoenzimas en las hidrolasas acidas implicadas en las EAL es
otra fuente de heterogeneidad fenotipica. Habitualmente estas enzimas existen en
dos o mas formas moleculares, aunque generalmente sélo una de ellas es
responsable de su patogénesis. Factores como la variacidon en la expresion de una
enzima segun el tipo celular, o el tejido, o los cambios evolutivos, contribuyen
también a la variabilidad clinica y bioquimica de estos trastornos (Walkley, 2009).
Las EAL representan el 1% de los trastornos mendelianos descritos y el 10% de
las enfermedades genéticas con el defecto primario establecido. Se transmiten
con un patron de herencia autosomico recesivo, excepto tres de ellas que estan
ligadas al cromosoma X (enfermedad de Hunter, enfermedad de Anderson-Fabry
y enfermedad de Danon) (Chabas y col, 1995; Nishino y col, 2000).

2.1.2 Incidenciay prevalencia de las EAL.

La estimacion de la incidencia y prevalencia de las EAL es dificil, pues esta sujeta
a la region geogréfica y poblacién de estudio. Existen escasos reportes sobre la
incidencia de las EAL, los cuales muestran cierta variabilidad (7,6-25/100 000 nv)
para algunos paises (Staretz-Chacham y col, 2009). En este sentido Columbia
Britdnica en un periodo de 24 afios informé una incidencia de 7,6/100 000

(Applegarth y col, 2000). Sin embargo, en Australia (Meikle y col, 1999) estimaron
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una incidencia de 11,1/100 000 e Italia reportd6 12/100 000 (Dionisi-Vici y col,
2002). Por su parte Portugal muestra el doble de la cifra de incidencia de Australia
(25/100 000) (Pinto y col, 2004).

Las cifras de prevalencia de todas las EAL también oscilan. Pueden encontrarse
valores alrededor de 14/100 000, que son mucho mas bajos cuando se evalua
independientemente cada enfermedad (Poorthuis y col, 1999). En Australia,
Republica Checa y Paises Bajos se estiman valores similares: 12,9; 12,2 y 14 en
100 000 respectivamente (Meikle y col, 1999; Poupétova y col, 2010; Poorthuis y
col,1999). En contraste, Portugal y el Reino Unido informan 25y 19,3 en 100 000
respectivamente (Pinto y col, 2004; Sanderson y col, 2006).

Los datos de incidencia y prevalencia de los diferentes grupos de EAL y de estas
enfermedades en particular también resultan escasos. Los trabajos publicados de
Australia y Holanda han sido citados en la mayoria de las publicaciones
relacionadas con el tema (Pinto y col, 2004; Sanderson y col, 2006; Poupétova y
col, 2010).

Los estudios de prevalencia realizados en Holanda y Australia muestran que las
mucopolisacaridosis Yy las esfingolipidosis son las de mayor prevalencia en ambos
paises. En Australia las enfermedades con mayor incidencia coinciden con las de
mayor prevalencia (Poorthuis y col, 1999; Meikle y col, 1999) (Anexo 2).

Un analisis mas detallado de la epidemiologia de las EAL, segun lo que aparece

en la literatura cientifica se realiza en la Discusion.

2.1.3 Clasificacion.

Para la descripcion de las EAL se acostumbra convencionalmente agruparlas bajo
los nombres quimicos de los sustratos no degradados o parcialmente degradados
que se acumulan en diferentes érganos o tejidos en dependencia del tipo de
enfermedad. Se pueden clasificar segun Vellodi (2005) en:

e  Mucopolisacaridosis.

e Esfingolipidosis.

e  Glucoproteinosis

e Deficiencia multiple de enzimas.
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e Otras lipidosis.

e Enfermedades del metabolismo del glucdégeno.
e Defectos en el transporte lisosomal.

e Otros defectos en las proteinas lisosomales.

o Errores congénitos de la glicosilacién.

La clasificacion de las EAL no esté sujeta solamente a la acumulacion del sustrato
no degradado, pues para un mismo defecto enzimatico existe una amplia
variabilidad de entidades clinicas (Vellodi, 2005), segun la edad de debut y la
severidad clinica; incluso, dentro de una misma entidad clinica pueden

encontrarse distintos fenotipos. Todo esto ser4 abordado méas adelante.

2.1.4 Diagnostico.

Los cuadros clinicos vienen determinados por la distribucion del acumulo en los
tejidos, que a su vez es funcion de la localizacién fisioldgica del sustrato
implicado: sistema nervioso, Organos viscerales, tejido conjuntivo y otros. El
proceso de acumulacién de sustrato en los lisosomas comienza en el periodo
fetal, pero muchas enfermedades no daran sintomas clinicos hasta el primer afio
de vida y en las formas juveniles y adultas los sintomas se presentan mucho mas
tardiamente. El espectro de sintomas es amplio y la variacion de fenotipos
también. Los sintomas son mas severos en las variantes infantiles, con una menor
sobrevida, mientras que las variantes adultas tienen menos severidad y mayor
sobrevida. La mayoria de los pacientes presentan cuadros neurodegenerativos
severos y en algunos casos dismorfias, alteraciones Oseas diversas, afectacion
ocular, anomalias cutdneas y organomegalia (Gieselmann , 2005).

Las primeras descripciones de las EAL fueron realizadas por clinicos y
anatomopatélogos, precediendo en general varios afios a la identificacion
bioquimica de los sustratos y a la demostracion de los defectos enzimaticos.
Algunos métodos son aplicables a muestras accesibles en vida del paciente y
tienen un valor de orientacion reconocido, como la tincibn metacromatica de una

biopsia de nervio (leucodistrofia metacromatica) y la microscopia electronica de
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una biopsia cutanea o de mucosa rectal. La demostracion de linfocitos
vacuolados, granulaciones en los neutrdfilos o células espumosas en la médula
0sea, son también sugestivas de una implicacion patoldgica del sistema lisosomal
(Kolodny y Sathe, 2008).

Existen dos tipos principales de biomarcadores en las EAL. En un primer grupo se
incluyen las moléculas que resultan de sustratos acumulados debido a la
deficiencia de una enzima o proteina de algunas de estas enfermedades. Estos
biomarcadores han sido empleados ampliamente en el diagndstico, pero también
para algunos abordajes terapéuticos. Los biomarcadores de este grupo no
siempre reflejan el almacenamiento de uno o varios sustratos del tejido dafiado y
en ocasiones este material se excreta en plasma, orina u otros liquidos biolégicos.
En el segundo grupo de biomarcadores se incluyen los marcadores indirectos que
reflejan el defecto lisosomal sobre la célula, tejido u 6rgano. En este grupo de
biomarcadores se estudian enzimas y en algunos casos proteinas. Este tipo de
marcador puede brindar mas informacion que los biomarcadores directos acerca
del total de sustrato acumulado y el defecto enzimatico (Cox, 2005).

El estudio de los sustratos no degradados excretados en orina es relevante, mas
asequible y, por razones de estrategia bioquimica, debe ser el punto de partida
previo a los estudios enzimaticos de EAL (Soto y col,1995). La cromatografia en
capa delgada de oligosacéridos, glicosaminoglicanos, polisacaridos y de otros
sustratos en orina nos orienta sobre el posible defecto enzimético a estudiar
(Chabas y col,1995; Soto y col,1995; Soto y Soto, 2007). En la actualidad se han
desarrollado métodos de espectrometria de masa en tandem para la
determinacién de sustratos acumulados (Campos, 2010); como por ejemplo en las
enfermedades de Fabry, Gaucher y Krabbe (Chamoles y col, 2004). Esta
tecnologia también ha sido aplicada en la determinacion de la actividad
enzimatica. Al respecto Chamoles y col (2004) han implementado un multiensayo
de actividad de 5 enzimas lisosomales (B-glucosidasa, a-galactosidasa, a-
glucosidasa, esfingomielinasa, p-galactosidasa) en sangre seca sobre papel de

filtro para el pesquisaje neonatal.
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El diagndstico definitivo de las enfermedades por depdsito lisosomal se basa, en la
mayoria de los casos, en la demostracion del déficit enzimatico especifico en
suero, leucocitos y cultivo de fibroblastos de piel. Para la determinacién de las
actividades enziméticas lisosomales se emplean sustratos tanto naturales como
sintéticos. Estos Ultimos se obtienen uniendo la porcién glucidica, en su
configuracion anomérica correcta, a moléculas facilmente valorables por
fluorimetria o colorimetria. La mayoria de los diagndsticos se establecen
determinando el defecto enzimético primario, con la excepcion del grupo de las
deficiencias de multiples enzimas, en las cuales se valora el efecto secundario
resultante en la elevacion de varias hidrolasas acidas en el suero del paciente o la
deficiencia conjunta de esas enzimas en fibroblastos cutdneos cultivados
(Menéndez, 2000). Los estudios de muestras de sangre seca en papel de filtro
estan introduciéndose ampliamente en muchos laboratorios del mundo, por la
facilidad que presenta su transportacion, conservacion y la confiabilidad de los
resultados obtenidos en las determinaciones. (Chamoles, 2001; Civallero y col,
2006). Ademas el diagnostico enzimético se emplea como premisa en la
identificacién de portadores (Gort, 2000).

En la deteccion de proteinas potencialmente Utiles para el diagnostico de algunas
EAL se emplean las técnicas de western blot e inmunoensayos (Meikle y col 2004;
Cox, 2005; Parkinson-Lawrence, 2010).

El desarrollo de técnicas relativamente sencillas para la deteccion de mutaciones a
nivel de ADN, contribuye a la confirmacion del defecto enzimatico. Aunque no es
imprescindible para el diagndstico de los pacientes, se emplea para obtener
informacion sobre las diferentes mutaciones que causan el trastorno, su
epidemiologia y para la diferenciacion entre formas de una misma enfermedad
(enfermedad de Gaucher). También es util en la deteccion del estado de
heterocigoto en las enfermedades ligadas al cromosoma X (enfermedad de
Hunter, Anderson-Fabry y Danon); asi como en las familias con pseudodéficit
(leucodistrofia metacromatica) (Kolodny y Sathe, 2008).

El advenimiento del diagnéstico prenatal ha modificado radicalmente el manejo de

los embarazos y de los resultados perinatales (Fratantoni y col, 1969). Muchas de
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las condiciones y afecciones moleculares, genéticas, funcionales y estructurales
que afectan a la descendencia pueden ser detectadas ahora in Utero, y en
ocasiones, tratadas antes del nacimiento. Por esta razon, algunas parejas buscan
asesoramiento desde antes de la gestacion, sobre todo cuando existe la
posibilidad de que sean portadoras de alguna enfermedad con patrén de
transmision autosomico recesivo (Casagrandi y col, 2005).

En el pesquisaje prenatal se emplea la ecografia como herramienta diagnostica de
algunas enfermedades lisosomales, pues se ha observado el aspecto aumentado
e irregular de 6rganos (higado, bazo) afectados por el depdsito de metabolitos, asi
como las dismorfias (ej: retardo en el crecimiento del fémur) (Yuksel y col, 2007).
Otro trabajo informa que un grupo de 14 EAL estaban asociadas a hydrops fetalis
no immune (Kattner y col, 1997; Wraith, 2002). EI mecanismo aun no esta claro,
pero puede estar relacionado con la obstruccion del retorno venoso debido a
visceromegalia, fallo cardiaco, anemia o hipoproteinemia (Groenery col, 1999).
Otras técnicas mas especificas para el diagnéstico prenatal de las enfermedades
lisosomales son la determinacion de la actividad de las enzimas afectadas en
liguido amniodtico, amniocitos (Galjaard, 1980; Menéndez y col, 2008) vy
vellosidades coridnicas (Kleije y col, 1986; Gonzéalez, 2010). En la actualidad se
han desarrollado técnicas de inmunohistoquimica y de biologia molecular que han
contribuido también al diagnostico de estas enfermedades (Phupong y col, 2006;
Lin y col, 2007). El empleo de vellosidades coridnicas tiene la ventaja de que
puede realizarse el diagnéstico de 3-4 semanas antes que con la amniocentesis,
por lo que es mas favorable desde el punto de vista ético y médico. La eleccién de
un método u otro estd en dependencia de la edad gestacional que tenga la
paciente en el momento en que el facultativo indique el diagnéstico prenatal
(Aboul, 2004).

El método de determinacién de actividad de enzimas lisosomales en sangre seca
sobre papel de filtro descrito por Chamoles en el 2001 para los pesquisajes
neonatales (Chamoles y col, 2001), se ha comenzado a emplear con buenos
resultados en el diagnostico prenatal de EAL. Para la MPS VI recientemente se

inform6 el primer caso diagnosticado a través de este método; obteniendo la
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sangre fetal por cordocentesis. Este proceder resulta mas ventajoso que el método
de obtencion del pellet de leucocitos, porque se necesita menos cantidad de
sangre y se evita la posibilidad de la hemdlisis durante la transportacion (Burin y
col, 2010).

2.1.5 Tratamiento y prevencion.

Las opciones de tratamiento para las EAL han aumentado en los afios recientes
con el desarrollo tecnoldgico. Sin embargo el tratamiento definitivo no existe, por lo
que el cuidado de estos enfermos es basicamente sintomatico (Prieto y col, 2004).
Desde los primeros intentos terepéuticos de sustitucion enzimatica en la
enfermedad de Pompe, se han descrito diversos métodos para corregir la lesion
metabolica en las EAL, incluyendo la administracion de plasma no fraccionado o
de leucocitos, el empleo de inyecciones de la enzima purificada de plasma,
placenta o bazo y la implantacion de una fuente de produccion enzimatica
(trasplante de fibroblastos, de células amniéticas epiteliales y trasplante de rifidn,
higado y bazo). Algunos de estos tratamientos han resultado eficaces para reducir
algunas manifestaciones clinicas pero no han aportado ninguna mejoria en
aguellas enfermedades que afectan el sistema nervioso central (Chabas y col,
1995).

El trasplante de médula 6sea (TMO) ha sido beneficioso por lo menos en algunas
de estas enfermedades (Gort, 2000). EI TMO puede considerarse el preludio para
la terapia génica. Con el TMO se incrementan las concentraciones de la enzima
deficitaria y por consiguiente se observa una mejoria clinica. A su vez se facilitaria
con ello el desarrollo de nuevas tecnologias que permitirian la introduccion del gen
deficitario en las propias células del paciente (Coll y col, 1995).

El reemplazo de la enzima deficitaria, a través de técnicas como la terapia génica
y la terapia de reemplazo enzimatico (TRE), constituye otraa alternativa de
tratamiento (Desnick; 2001;Brady y col, 2004; Eto y col, 2004). Tienen como
objetivo realizar la funcion de la enzima que falta, degradando paulatinamente el
material acumulado en los 6rganos afectados, con lo cual se evita que se vuelva a

acumular. La TRE esta limitada a tipos de EAL que no desarrollen patologia del
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sistema nervioso central, por tener el impedimento de no atravesar la barrera
hematoencefalica. La efectividad de estas terapias, esta dada en el diagndstico
temprano y tratamiento del error antes de que ocurra el acimulo de sustratos no
degradados con la consecuente afectacion de 6rganos (Brooks,1999; .Brady y
col, 2004; Desnick, 2004). Esto ha sido posible para las enfermedades de Gaucher
tipo I, Fabry, Tay-Sachs, Pompe y MPS (I, Il y VI). También estan bajo
investigacion nuevos agentes terapéuticos para el Gaucher tipo |, Fabry y Pompe
(Neufeld, 2006; Dietz, 2010).

La terapia de reduccion de sustrato (TRS) es otra alternativa que se esta
empleando cuando no tiene éxito la TRE, como en el caso del tratamiento de la
enfermedad de Gaucher tipo 1. El agente terapéutico empleado para Gaucher tipo
1 es también precursor de varios glicoesfingolipidos y actualmente esta siendo
investigado para el tratamiento de gangliosidosis (GM1 y Tays-Sachs) y Niemann-
Pick tipo C (Dietz, 2010).

Las chaperonas farmacoldgicas, constituyen una estrategia que se emplea cuando
la TRE no funciona adecuadamente. Estas son moléculas pequefias que pliegan
de manera correcta a las proteinas mutantes, lo cual puede mitigar la severidad
fenotipica de la enfermedad. Estan en fase experimental para el tratamiento de las
enfermedades Gaucher tipo 1, Fabry y Pompe (Dietz, 2010).

La terapia génica ha sido aplicada en estudios preclinicos de algunas EAL, en las
cuales existen deficiencia enzimética (fucosidosis, MPS |, 1lI-B, VI;VII, Niemann-
Pick A y B, a-manosidosis, Pompe, Wolman) (Sands y col, 2006).

Pasaremos a exponer, de forma muy sintetizada, los aspectos mas importantes de

las EAL especificas por grupos:

2.2 Caracteristicas generales y clinicas de las EAL.

2.2.1 Mucopolisacaridosis.

Las mucopolisacaridosis (MPS) son un grupo de enfermedades causadas por la
deficiencia de enzimas lisosomales que degradan glicosaminoglicanos (GAG o
mucopolisacaridos). Los GAG son cadenas de polisacaridos no ramificados,

compuestos por unidades repetidas de disacaridos que incluyen un azucar
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aminado (glucosamina o0 galactosamina) y un acido hexurdnico (acidos
glucurédnico e iduroénico) (Matalon y col, 2008).

Se han diferenciado siete tipos de GAG y se han identificado once defectos
enzimaticos en su degradacion (Trigg y col, 1999; Vellodi, 2005). Dependiendo del
deéficit queda blogueado el catabolismo, sélo o en combinacion, del dermatan
sulfato, heparan sulfato, queratan sulfato y los condroitines 4 y 6 sulfato (Mabe,
2003; Matalon y col, 2008).

En el Anexo 3 se presenta una tabla con la enfermedad, el defecto enzimatico, los
compuestos acumulados y la localizacion del gen, de cada una de las MPS.

Los GAG sin degradar, o parcialmente degradados, se acumulan en los lisosomas,
provocando la disfuncion de las células, tejidos y érganos, que dan lugar a los
sintomas. Las MPS presentan varias formas clinicas con una amplia variabilidad
fenotipica. Tienen un curso crénico y progresivo, son multisistémicas, con
presencia de organomegalia, disostosis multiple y facies anomalas. Funciones
como la auditiva, la visual, la cardiovascular y la motilidad pueden también estar
afectadas (Menéndez, 2003).

Todas las MPS son autosémicas recesivas excepto la Enfermedad de Hunter que
es recesiva ligada al cromosoma X. (Menéndez, 2001).

e Mucopolisacaridosis tipo I.

La MPS | puede dar una amplia gama de afectaciones clinicas, pero, en general,
los pacientes se clasifican en tres variantes diferentes segun el grado de dafio
clinico: Hurler como el mas severo, Hurler/Scheie como el intermedio y Scheie
como el ligero. Las formas clinicas no se pueden distinguir bioquimicamente por
técnicas de diagnadstico de rutina. (Neufeld y Muenzer 2001).

e Mucopolisacaridosis tipo Il (sindrome de Hunter).

En la MPS Il se pueden distinguir dos formas clinicas diferenciadas, la severa
(MPS 11A) y la leve (MPS IIB), que son los extremos de un espectro de variedad. El
tipo severo se manifiesta entre los 2 y los 4 afios de edad. El deterioro del sistema
nervioso central (SNC) puede verse acelerado por la hidrocefalia comunicante que
incrementa la presion intracraneal entre los 7 y 10 afios de edad. La muerte ocurre

entre los 10 y 15 afos de edad. (Matalon y col, 2008).
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e Mucopolisacaridosis tipo Ill (sindrome de Sanfilippo).

La MPS Il tiene cuatro entidades bioquimicamente diferentes: A, B, C y D.
(Esposito y col, 2000). Se caracteriza por una implicacion somatica leve y una
degeneracion progresiva y severa del SNC, que conlleva una pérdida de contacto
con el exterior como resultado de una demencia progresiva. El tipo A es el mas
severo, con un inicio mas temprano y una esperanza de vida menor (Matalon y
col, 2008). El tipo B es el mas heterogéneo (formas severas y leves), incluso en la
misma familia (Chinen y col, 2005). Los tipos C y D son formas clinicamente
intermedias (Matalon y col, 2008).

e Mucopolisacaridosis tipo IV (sindrome de Morquio).

En la MPS IV se encuentran implicadas dos deficiencias enzimaticas diferentes, la
tipo A  (N-acetilgalactosamina-6-sulfato sulfatasa) y la B (B-galactosidasa)
(Matalon y col, 2008).

En la MPS IV A existen tres subgrupos clinicos: severo, intermedio y leve (Nelson
y col, 1988), este ultimo con una alta actividad enzimatica residual. Los sintomas
clinicos no incluyen afectacion del sistema nervioso. Existe una amplia severidad
fenotipica y las formas més severas no sobreviven la segunda o tercera década de
vida (Montano y col, 2008). La MPS IV B tampoco afecta al SNC (Suzuki y col,
2001).

e Mucopolisacaridosis tipo VI (sindrome de Maroteaux-Lamy).

En el sindrome de Maroteaux-Lamy (MPS VI) (Azevedo y col, 2004) existen tres
formas clinicas: severa, intermedia y leve. La forma severa o infantil presenta
dimorfismo facial, anomalias esqueléticas, compresion de la médula espinal,
opacidad corneal, hepatoesplenomegalia y retraso mental. Su debut es antes de
los dos afios de edad y la progresion de la enfermedad es rapida. La forma leve
tiene un debut mas tardio y no hay retraso mental. La intermedia muestra un
espectro amplio de ambos fenotipos (Neufeld y Muenzer, 2001).

e Mucopolisacaridosis tipo VII (sindrome de Sly).

El fenotipo del sindrome de Sly (MPS VII) es altamente variable pudiendo ir desde
una forma severa letal que manifiesta hydrops fetalis hasta la forma leve (Shipley y
col, 1993).
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El inicio de la enfermedad, en las formas mas severas, es temprano, con
hepatoesplenomegalia, hernias inguinales y umbilicales, anomalias esqueléticas,
retraso en el desarrollo psicomotor, estatura baja y en algunos casos opacidades
corneales (Shipley y col, 1993). Las formas mas leves se inician después de los
cuatro afos (Storch y col, 2003).

e Mucopolisacaridosis tipo IX.

La MPS IX fue descrita por Triggs-Reiner y col en 1999. Las manifestaciones
clinicas de esta MPS fueron descritas por primera vez por Natowicz y col (1996):
baja estatura, acumulacibn de agregados nodulares de histiocitos en las

articulaciones y dismorfias craneofaciales leves.

2.2.2 Esfingolipidosis.

Las esfingolipidosis se deben a defectos en las enzimas necesarias para la
degradacion de esfingolipidos, que son una serie de compuestos relacionados
estructuralmente, denominados asi por contener esfingosina, un aminoalcohol
insaturado de 18 atomos de carbono.

La esfingosina unida en el C-2 a un grupo acilo de un acido graso de cadena larga
(C16-C24) se denomina ceramida y sus derivados glucosilados, glucoesfingolipidos
(gluco y galactocerebroésidos, sulfatidos y ceramida di y trihexdsido). Si la cadena
contiene uno 0 mas restos de acido sialico recibe el nombre de gangliosidos. La
ceramida unida a fosforilcolina es la esfingomielina (Watari y col, 2000; Kolter y
col, 2006).

La deficiencia de hidrolasas lisosomales o de la proteina activadora de
esfingolipidos pueden dar lugar a estas enfermedades (Kolter y col, 2006;Sims y
col, 2009).En el Anexo 4 se presenta una tabla con la enfermedad, el defecto
enzimatico, los compuestos acumulados y la localizacion del gen, de cada una de
las esfingolipidosis.

Manifiestan diferentes caracteristicas clinicas en dependencia de los compuestos
acumulados en higado, bazo y cerebro (gangliésidos, glucocerebrésidos, esfingo-
mielina, colesterol, glucolipidos, trihexosil, dihexosil-ceramidas, cerebrdsido

sulfato, galactocerebrésidos, ceramidas). Algunas esfingolipidosis pueden
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presentar una mancha rojo cereza en la macula, lo cual es un signo de la
acumulacion anormal de productos metabolicos dentro de las células ganglionares
(Myerowitz y col,2002).

Dentro de este grupo se incluyen: gangliosidosis GM; gangliosidosis GM;
(enfermedad de Tay-Sachs y Sandhoff), enfermedad de Gaucher, enfermedad de
Niemann-Pick A y B, enfermedad de Krabbe, enfermedad de Anderson-Fabry,
leucodistrofia metacromatica y enfermedad de Farber (Vellodi, 2005).

. Gangliosidosis GMy’

Esta enfermedad presenta 3 variantes clinicas segun la severidad y la actividad
residual de la beta-galactosidasa. El tipo | o forma infantil (debut a los 6 meses)
muestra un rapido deterioro psicomotor, visceromegalia, dismorfia facial, mancha
rojo-cereza en la macula, displasia esquelética y muerte temprana. El tipo I, forma
infantil tardia o juvenil (debut de los 7 meses a los 3 afios), muestra deterioro
psicomotor generalizado, dafio esquelético localizado y la sobrevida es hasta la
adolescencia (Caciotti y col, 2003). El tipo Il o forma adulta crénica (debut de los 3
a los 30 afos) presenta una gran variabilidad clinica. Se ha encontrado una
correlacion inversa entre la severidad de esta enfermedad y la actividad residual
de la enzima (Suzukiy col, 2001).

* Gangliosidosis GM;-

Se denomina asi al grupo de gangliosidosis caracterizado por el acumulo neuronal
de gangliésidos GM; y glucolipidos relacionados. Existen tres variantes de GM;
gangliosidosis: Tay-Sachs (variante B), Sandhoff (variante 0) y deficiencia del
activador GM, (variante AB).

e Enfermedad de Tay-Sachs.

Dentro de la misma se incluye ademas la variante B, o pseudo AB, donde ocurre
la sintesis de la subunidad o de la hexosaminidasa A, pero ésta no es funcional.
La clasificacion clinica de la enfermedad de Tay-Sachs incluye tres formas: infantil,
juvenil y adulta. La forma clasica infantil (encefalopatia aguda infantil) tiene un
debut temprano y la sobrevida es corta (2 o 3 aflos de edad) (Wicklow y col, 2004).
Las manifestaciones clinicas de la forma juvenil se presentan entre los 2 y 6 afios

de edad, e incluyen problemas en el lenguaje, incoordinacion, trastornos de
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conducta o psiquiatricos, espasticidad, convulsiones y demencia. La forma adulta
(encefalopatia crénica), debuta alrededor de los 39 afios y no presenta la mancha
rojo-cereza en la macula (Rucker y col, 2004). Periman plante6 que esta forma de
debut tardio es una fenocopia de la ataxia de Friedreich (Perlman, 2002). Existe
una forma de debut juvenil de la variante B;, que es clinicamente similar a la
enfermedad de Tay-Sachs juvenil. Para esta variante, la actividad enzimética de la
hexosaminidasa A es normal cuando se emplea el sustrato artificial y esta
disminuida con el sustrato artificial sulfatado. En este caso el defecto se debe a la
interaccion de la hexosaminidasa A con la proteina activadora (Kolodny, 2008).

e Enfermedad de Sandhoff.

Esta enfermedad no se distingue clinicamente de la enfermedad de Tay-Sachs
(Frey y col, 2005). Existe una forma infantil que ocurre sobre la edad de 3 afos.
(Chabas, 1995). Johnson y Chutorian (1978) reportaron una forma con debut
juvenil (leve), mientras que la forma adulta presenta problemas gastrointestinales y
otros signos de disfuncién autonémica, asi como neuropatia, pérdida auditiva y
disestesias (Salman y col, 2001).

e Deficiencia del activador GM;: Variante AB.

Esta variante es rara, el fenotipo clinico es similar a la enfermedad de Tay-Sachs.
Las Hexosaminidasas A y B pueden presentarse en cantidades normales o
elevadas. (Lyon y col, 1996)

e Enfermedad de Gaucher.

Estan descritos 3 fenotipos (I, II, lll): Los tipos | (no neuronopatica), Il (aguda
neuronopatica infantil) y Il (subaguda neuronopética juvenil) (Pampols, 1995;
Jmoudiak y col, 2005).

El tipo | es la forma mas comun y no hay afectacion del sistema nervioso central.
Existe un amplio espectro clinico, que va desde una afectacion severa hasta
adultos sin manifestaciones clinicas (Park y col, 2001).

El tipo Il (la forma més rara) es una forma neuronopatica con debut en la infancia y
muerte generalmente a los 2 afios de vida. Los pacientes a los pocos meses de

nacido desarrollan deterioro neurolégico rapido y progresivo (Stone y col, 2000).
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Ademas presentan anormalidades epidérmicas, Utiles para diferenciarla de las
otras formas (Holleran y col, 2006).

El tipo Il es de comienzo mas tardio, con progresién mas lenta. Se han descrito
dos fenotipos: Il Ay lll B. (Patterson y col, 1993). La enfermedad de Gaucher tipo
[l C es subaguda neuronopética, considerada diferente por las calcificaciones
cardiovasculares reportadas (Bohlega y col, 2000).

La forma atipica de la enfermedad de Gaucher estd caracterizada por la
deficiencia de saposina C (PSAP). Muestra caracteristicas fenotipicas similares
con la enfermedad de Gaucher neuronopatica (Tylki-Szymanska y col, 2010).

e Enfermedad de Niemann-Pick tipos Ay B.

La enfermedad de Niemann-Pick tipo A es aguda neuronopdtica, con severos
trastornos neuroldgicos. Los sintomas clinicos pueden aparecer a los 6 meses de
edad y la muerte ocurrir alrededor de los 6 afios (McGovern y col, 2006). El tipo B
es no neuronopatico y la sobrevivencia es buena (Volders y col, 2002).

En el 50 % de los pacientes se observa la mancha rojo cereza en la macula. Los
linfocitos periféricos son vacuolados. La médula 6sea, el bazo y los nddulos
linfaticos contienen las células espumosas caracteristicas y diferenciadas de las
células de Gaucher. Se presentan pequefios cambios hematolégicos que incluyen
anemia microcitica y trombocitopenia en fases avanzadas de la enfermedad (Lyon,
1996).

e Enfermedad de Anderson-Fabry.

Los sintomas aparecen en la adolescencia o edad adulta: cardiopatia y nefropatia
progresivas, angioqueratoma, a veces neuropatia periférica, manifestaciones del
SNC y oculares (Chinen y col, 2005; Nance y col, 2006).

e Enfermedad de Krabbe o leucodistrofia de células globoides.

Los sintomas aparecen en los primeros meses de la vida y el fallecimiento
generalmente ocurre antes del afio, aunque se han descrito casos de aparicion
infantil tardia/juvenil con atrofia Optica, sindromes piramidales y ataxia cerebelosa
(Wenger y col, 2000; Siddiqi y col, 2006).
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e Leucodistrofia metacromatica.

Existen 4 variantes: neonatal, infantil, juvenil y adulta. Pueden manifestarse
diversos sintomas como son: ataques apneicos, convulsiones, retraso del
crecimiento. El fallecimiento puede ocurrir a los pocos meses en la forma neonatal
(Monaga y col, 2008).

Hay formas tardias con actividad ARSA normal, en las cuales el defecto genético
es en el gen que codifica la prosaposina (PSAP) -proteina activadora-. También
puede existir pseudodéficit de arilsulfatasa A, en la que por estudios moleculares
del ADN, se puede identificar el alelo causante del pseudodéficit (pd), cuya
frecuencia es elevada (Gort, 2000; Khan y col, 2003).

e Enfermedad de Farber (lipogranulomatosis).

El cuadro clinico se caracteriza por nddulos periarticulares (Moser, 2008) e
infiltrados pulmonares que se desarrollan entre los 2-4 meses de edad,
alteraciones retinianas, retraso psicomotor, convulsiones, hipotonia, fallecimiento
en los primeros afos. Se han encontrado casos aislados que han sobrevivido
hasta la segunda década sin retraso mental (Chabas y col, 1995).

Se ha subdividido en 7 subtipos: clasico, intermedio, leve, neonatal, neurolégico
progresivo, combinado Farber-Sandhoff y deficiencia de prosaposina (Moser y col,
2001; Moser, 2008).

2.2.3 Glucoproteinosis.

Las glucoproteinosis son trastornos raros que se deben a defectos en las enzimas
hidroliticas que degradan las cadenas de oligosacaridos de glucoproteinas y
determinados glucolipidos, con el consiguiente acumulo intralisosomal del material

parcialmente degradado (Michalski y Klein, 1999; Winchester, 2005).

Todas las glucoproteinas naturales pueden ser catabolizadas a sus aminoacidos
constitutivos (mas algun dipéptido) y monosacaridos en el lisosoma, donde llegan
por mecanismos de endocitosis 0 de autofagia por la accion de un combinado de
enzimas, predominantemente hidrolasas acidas. Otras modificaciones como
sulfataciones, fosforilaciones y esterificaciones son procesadas con otras
hidrolasas especificas. Los productos de la digestion pasan a través de la
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membrana lisosomal al citosol mediante una combinacion de mecanismos de

difusién y transporte mediado (Spiro, 2002; Winchester, 2005).

La mayoria de las enzimas del lisosoma involucradas en la hidrélisis de cadenas
de carbohidratos de glicoproteinas son exoglucosidasas especificas como la
sialidasa («c-neuraminidasa, o«-galactosidasa, o«-N-acetilhexosaminidasa, -
manosidasa, «-manosidasa, «-fucosidasa, y la oc-acetilgalactosaminidasa), que
clivan los monosacéridos terminales del extremo no reducido de la glicoproteina.
La deficiencia de una sola enzima bloquea la via completa e induce un
almacenamiento de sustancias incompletamente degradadas dentro del lisosoma:
oligosacaridos, glicopéptidos, glicolipidos y complejos mixtos (Spiro, 2002;
Winchester, 2005).

Las expresiones clinicas de estas enfermedades en general se manifiestan por la
progresion de sintomas que incluyen rasgos faciales toscos, anormalidades
esqueléticas, organomegalia, problemas neurolégicos y retraso psicomotor
(Johnson, 2008). Pueden observarse mutaciones diferentes en una misma
enfermedad que provocan la pérdida de la actividad de la glucosidasa. Los
diferentes fenotipos clinicos generalmente se caracterizan por un desorden
especifico de severidad continua, e influenciado por factores bioquimicos o
medioambientales en el curso de la enfermedad (Michalski y Klein, 1999;
Winchester, 2005).

En el Anexo 5 se presenta una tabla con la enfermedad, el defecto enzimatico, los
compuestos acumulados y la localizacion del gen, de cada una de las
glucoproteinosis.

Dentro de las glucoproteinosis se incluyen oc-manosidosis, B-manosidosis,
fucosidosis, aspartilglucosaminuria, mucolipidosis | (sialidosis) y enfermedad de
Schindler (Vellodi, 2005).

e «-Manosidosis.

La a-manosidosis se clasifica en dos grupos de acuerdo con las caracteristicas
clinicas: fenotipo infantil severo (tipo I), con inicio antes del ler afio y fenotipo

juvenil-adulto benigno (tipo II), con inicio entre 1-4 afios (Sun, 2001).
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e [B-Manosidosis.

En la B-manosidosis existe una amplia heterogeneidad tanto clinica como en la
edad de presentacion (1-6 afos), incluso dentro de una misma familia. En
pacientes adultos puede presentarse angioqueratoma y un comportamiento
agresivo (Bedilu y col, 2002).

e Fucosidosis.

En la fucosidosis existen dos tipos: a) tipo 1 caracterizado por un defecto
psicomotor, deterioro neuroldgico severo, visceromegalia y convulsiones, con
debut a los 6 meses de edad y muerte en la primera década de vida y b) tipo 2,
con retardo psicomotor moderado, sintomas neuroldgicos, angioqueratomas vy
larga sobrevida (Galluzzi, 2001; Willems y col, 2005).

La a-L-fucosidasa es una de las enzimas cuyo polimorfismo y deficiencia se
conocen. Al menos dos formas polimérficas de a-L-fucosidasa se describen en el
hombre: FUCA 1 que esta deficiente en leucocitos y FUCA 2 en plasma. (Van
Elsen y col, 1983).

e Aspartilglucosaminuria.

La aspartilglucosaminuria es una enfermedad que causa anormalidades
esqueléticas, lesiones en el tejido conectivo y dafio al sistema nervioso central,
con retraso mental progresivo. Su debut oscila entre los 2-6 afios de la vida. (Arvio
y col, 2002).

e Mucolipidosisis tipo | o sialidosis.

Existen dos tipos de sialidosis (ambas con excrecion urinaria de
sialiloligosacaridos): tipo | o forma moderada, donde hay presencia de mancha
rojo cereza en la macula, sindromes mioclonicos, cataratas e inteligencia
conservada. La sialidosis tipo Il es mas severa, con variadas formas clinicas,
segun la edad del debut: congénita (Gtero), infantil (hacimiento-12 meses) y juvenil
(2-20 anos) (Pampols y col, 1995; de Geest y col, 2002).

e Enfermedad de Schindler.

Existen 3 formas clinicas bien definidas: a) Tipo | o forma severa infantil, con debut
a los 8-15 meses de edad, con atrofia dptica, nistagmo, estrabismo, osteopenia,

atrofia muscular, mioclonos, decorticacion y distrofia neuroaxonal; b) tipo Il
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(enfermedad de Kanzaki), con debut en la edad adulta, caracterizada por sordera,
angioqueratoma, linfodema, neuropatia periférica axonal y leve retraso mental y
c) tipo 11, una forma intermedia, con debut en la adolescencia y caracterizada por
leve retardo psicomotor y del lenguaje, asi como moderadas caracteristicas

autistas. (Desnick y col, 2001).

2.2.4 Deficiencia multiple de enzimas.

Dentro de este grupo se encuentran las siguientes enfermedades: deficiencia
multiple de sulfatasas, mucolipidosisis II, Il y IV y galactosialidosis (Gahl y col,
2002; Vellodi, 2005; Johnson, 2008).

En el Anexo 6 se presenta una tabla con la enfermedad, el defecto enzimatico, los
compuestos acumulados y la localizacibn del gen de cada una de las
enfermedades.

e Deficiencia multiple de sulfatasas. Enfermedad de Austin o
mucosulfatidosis.

La deficiencia multiple de sulfatasas (MSD) combina las manifestaciones clinicas
de la variante infantil tardia de la leucodistrofia metacromatica con algunas
caracteristicas de las mucopolisacaridosis (Artigalas y col, 2009). Los pacientes
presentan signos medios de “gargolismo” 'y un rapido dafio neurolégico
(Settembre y col, 2007).

e Mucolipidosis.

Las mucolipidosis (ML) constituyen un grupo de enfermedades que se confunden
fenotipicamente con las mucopolisacaridosis. (Matalon y col, 2008;. Kolodny y
Sathe, 2008).

Cathey y col (2008) reportan una clasificaciéon actualizada para las mucolipidosis
I, Iy NIC en ML Il alfa/beta, ML Il alfa/beta y ML Ill gamma, respectivamente.

e Mucolipidosis Il alfa/beta.

La mucolipidosis Il alfa/beta, conocida también como enfermedad de células |
(Leroy Yy col, 1975), es clinicamente similar a la MPS | (fenotipo Hurler), siendo
mas severa que su desorden alélico Ill alfa/beta. Su debut generalmente es antes

del primer afio de vida, aunque hay reportes de pacientes desde 4 hasta 22
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meses. La edad de fallecimiento es antes de los 4 afios (Encarnacao y col, 2009;
Paik y col, 2005).

e Mucolipidosis Il alfa/beta (Polidistrofia pseudo Hurler).

La mucolipidosis Il alfa/beta es de presentacion mas tardia y menos severa. Los
sintomas iniciales pueden comenzar entre los 2-4 afios de vida, con rigidez
articular, deformacion de las manos (en garra), displasia de cadera y valvulopatia
adrtica o mitral. Muchos pacientes tienen retraso mental moderado, aunque en
otros la inteligencia esta conservada, incluso en la edad adulta (Paik y col, 2005).

e Mucolipidosis ML Il gamma.

En la mucolipidosis Ill gamma los pacientes presentan baja estatura, anormalias
esqueléticas, cardiomegalia y retardo en el desarrollo (Raas-Rothschild y col,
2000). Encarnao y col (2009) reportaron un fenotipo intermedio.

e Mucolipidosis IV.

La mucolipidosis IV o sialolipidosis es de caracter neurodegenerativo. Los
pacientes presentan retardo psicomotor y anomalias oftalmol6gicas (Chen y col,
1998)

e Galactosialidosis.

Son reconocidos tres fenotipos: infantil, infantil tardio y juvenil/adulto. Los
pacientes presentan manifestaciones tipicas de enfermedades lisosomales como
son facies tosca, mancha rojo cereza, cambios vertebrales, linfocitos con aspecto

vacuolado, entre otras. (d'Azzo y col, 2001).

2.2.5 Otras lipidosis.

El déficit de lipasa acida lisosomal es la causa de la enfermedad de Wolman y la
enfermedad por almacenamiento de ésteres de colesterol (dos trastornos
fenotipicamente distintos). Esta enzima es esencial para la hidrolisis de
triglicéridos y ésteres del colesterol en los lisosomas (Alam y Yatsu, 2008).

En el Anexo 7 se presenta una tabla con la enfermedad, el defecto enzimatico, los
compuestos acumulados y la localizacion del gen, de otras lipidosis.

e Enfermedad de Wolman.

El curso mas severo de la enfermedad de Wolman provoca xantomatosis primaria
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familiar. Se presenta en las primeras semanas de vida con vomitos, esteatorrea,
distension abdominal, anemia y hepatoesplenomegalia. Ademas se produce
dalcificacion de las gandulas suprarrenales. La afectacién neurolégica es minima
en comparacion con el grave trastorno somatico. El fallecimiento ocurre alrrededor
de los 3-6 meses generalmente (Krivit y col, 2000)

e Enfermedad por almacenamiento de ésteres de colesterol.

Esta patologia es menos frecuente que la enfermedad de Wolman, presenta un
fenotipo mas benigno sin afectacién neurolégica. Generalmente pueden presentar
hepatomegalia al nacimiento o en la infancia, aunque en ocasiones no se obseva
hasta la segunda década de la vida. Hay aumento de colesterol y en ocasiones de
triglicéridos plasmaticos. Se han descrito pacientes con déficit de lipasa acida que
presentan debilidad muscular e hipotonia, confirmandose un perfil miopatico
mediante los estudios neurofisiolégicos. La deficiencia de lipasa acida dificulta la
descomposicion de las lipoproteinas de baja densidad y puede acompafarse de
aterosclerosis (Krivit y col, 2000).

e Enfermedad de Niemann-Pick tipo C.

La enfermedad de Niemann-Pick tipo C se caracteriza por tener un fenotipo
altamente variable. En la forma clasica el debut es entre los 2 y 4 afios de vida
(forma crénica neuropatica) (Patterson y col., 2001); aunque existen formas de
presentacion neonatal y en la edad adulta, caracterizadas por retraso psicomotor,
convulsiones, hepatoesplenomegalia, oftalmoplejia vertical. El fallecimiento en
general ocurre en la segunda década de la vida. El diagnéstico se confirma,
observando por microscopia de fluorescencia el colesterol esterificado en
fibroblastos cultivados, mediante la tincion de filipina (Imrie y col, 2002).

e Enfermedad de Niemann-Pick tipo D.

Enfermedad de Niemann-Pick tipo D, tiene caracteristicas similares a la tipo C y se
denomina la variante de Nueva Escocia.

e Lipofuscinosis ceroide neuronal.

La lipofuscinosis ceroide neuronal (CLN), por sus siglas en inglés, posee un
cuadro clinico que incluye crisis epilépticas, demencia, alteraciones del suefio y

motoras y problemas visuales progresivos (Mole y col, 2005).
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Las CLN se clasifican de acuerdo con la edad de debut en: infantil (CLN1), infantil
de debut tardio (CLN2), juvenil (CLN3) y la forma adulta (CLN4). Sin embargo, en
la actualidad las formas de lipofuscinosis se clasifican numéricamente acorde al
defecto del gen. Se han encontrado 160 mutaciones que causan CLN en 8 genes
humanos (CLN1,CLN2, CLN3, CLN5, CLN6, CLN7, CLN8, CLN10). A pesar de ser
un grupo genéticamente heterogéneo, las CLN comparten caracteristicas clinicas

e histopatoldgicas (Jalanko y Braulke, 2009).

2.2.6 Defectos en el almacenamiento de glucdégeno (glucogenosis tipo II).
Enfermedad de Pompe.

En la glucogenosis tipo Il o enfermedad de Pompe existen tres formas de
presentacion: infantil, juvenil y adulta. La infantil se caracteriza por hipotonia,
debilidad muscular, cardiomegalia, hepatomegalia y aumento de las enzimas
musculares. Los pacientes suelen fallecer al afio de vida por fallo cardiaco
(Hagemans y col, 2005). Dentro de la infantil se plantea la existencia de un subtipo
leve con sintomas menos severos (cardiopatia) (Slonim y col, 2000; Merk y col,
2009).

La forma juvenil muestra una distrofia muscular de caracter progresivo con
anomalias en la marcha, visceromegalia variable, lenta evolucion hasta producir el
fallecimiento por descompensacion cardiorespiratoria (Laforet y col, 2000). La
forma adulta se manifiesta en la segunda o tercera década Unicamente con
miopatia (Marsden, 2005).

En el Anexo 8 se presenta una tabla con la enfermedad, el defecto enzimatico, los

compuestos acumulados y la localizacion del gen, de la glucogenosis Il.

2.2.7 Defectos en el transporte lisosomal.

Estan descritas dos enfermedades resultantes del defecto en el transporte de
cistina y 4cido sidlico a través de la membrana lisosomal, nombradas cistinosis y
enfermedad de Salla (enfermedad por almacenamiento de acido siélico) (Gahl y
col, 2002; Johnson, 2008).
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En el Anexo 8 se presenta una tabla con la enfermedad, el defecto enzimatico, los
compuestos acumulados y la localizacion del gen, de cada una de las
enfermedades.

e Cistinosis.

Existen dos tipos de cistinosis: forma infantil y juvenil. Se diferencia de otras
enfermedades lisosomales en que no hay afectacion de las hidrolasas acidas, ya
gue estas no participan en el metabolismo de la cistina (Gahl y col, 2002; Tsilou y
col, 2006). El diagnostico bioquimico se basa en la cuantificacién de cistina en
cultivos de leucocitos y/o fibroblastos.

Los pacientes no presentan sintomas al nacer, pero entre los 6-12 meses de vida
desarrollan signos de sindrome tubular de Fanconi, acidosis, deshidratacion,
vomitos, desequilibrio electrolitico, entre otros, requiriendo dialisis o transplante
renal con el decursar de los afios (Gahl y col, 2002).

e Enfermedad por almacenamiento de &cido sialico. Sialurias.

Las sialurias conocidas son la enfermedad por almacenamiento de acido sialico de
tipo infantil y la tipo finlandesa (enfermedad de Salla). Se plantea que la forma
infantil parece ser una forma alélica de la enfermedad de Salla. Los sintomas
clinicos se caracterizan por: hipotonia, ataxia cerebelosa, retraso mental,
visceromegalia (Verheijen y col, 1999).

La enfermedad por almacenamiento de acido sialico de tipo infantil muestra un
cuadro clinico mucho mas severo que la enfermedad de Salla Sin embargo para la
enfermedad de Salla, aunque generalmente se presenta como forma adulta con
progresion lenta, se han descrito formas inusuales que debutan en edad temprana
(2-4 meses de edad), con mayor severidad de los sintomas clinicos y con poca

sobre vida (11-24 meses) (Haataja y col, 1994).

2.2.8 Errores congeénitos debido a defectos en proteinas lisosomales.

Las proteinas de la membrana lisosomal actian en varios pasos del ciclo de vida
del lisosoma, lo cual incluye la acidificacion del lumen, la exportacion de
metabolitos y la fusion con otros organulos. Dentro de las enfermedades

provocadas por defectos en las proteinas lisosomales se encuentra la enfermedad
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de Danon (MIM#300257) que es una variante de la glucogenosis Il (enfermedad
de Pompe) con acumulo de glucdégeno, pero con actividad normal de a-
glucosidasa (Nishiro, 2008). Es una enfermedad con herencia dominante ligada al
cromosoma X (Xq24) que afecta predominantemente el musculo cardiaco, aunque
también se afecta el musculo esquelético y existe retraso mental (Danon y col,
1981). Se ha clasificado como una forma de miopatia vacuolar autofagica,
caracterizada por la acumulacién de vacuolas autofagicas intracitoplasmaticas con
aspecto de sarcolema (Sugie y col, 2005). La proteina deficiente es la proteina de
membrana asociada al lisosoma (LAMP2 por sus siglas en inglés), que esta
involucrada con los autofagosomas (Ruivo y col, 2009).

La presencia de retinopatia puede ser utilizada potencialmente para la
identificacion de portadoras asintomaticas (Prall y col, 2006). Ademéas en
pacientes con enfermedad de Danon, puede haber ausencia de miopatia vacuolar

con presencia de cardiomiopatia dilatada (Taylor y col, 2007).

2.2.9 Errores congénitos de la glicosilacion (CDG).

Son un grupo de enfermedades autosOmicas recesivas, genéticamente
heterogéneas, causadas por defecto en la sintesis y procesamiento de los N-
asparagina-oligosacéaridos presentes en las glicoproteinas, que tienen un papel
importante en el reconocimiento, migracién, adhesion celular, resistencia a
proteasas y otras funciones (Marquardt y col, 2003; Grunewald y col, 2002).
Existen varios tipos de estos errores: CDG1A, CDG1B y CDG1C en este grupo de
enfermedades (Patterson, 2008).

Dentro de estos la enfermedad mas frecuente es la CDG tipo 1B (MIM#602579),
causada por una mutacion en el gen (15922-gter) que codifica la manosafosfato
isomerasa (MPI) (MIM#154550) (EC5.4.2.8) (Vuillaumier-Barrot y col, 2002). Es
diferente de las otras CDG porque no hay dafio al sistema nervioso central. Sus
rasgos clinicos principales son: diarreas cronicas, enteropatia, coagulopatias,
llegando incluso hasta la fibrosis hepética. Puede ser fatal si no se atiende con

suplementos orales (Grunewald y col, 2002; Marquardt y col, 2003).
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. MATERIALES Y METODOS

3.0 Descripcién del universo de estudio.

e Diagnéstico post-natal

Las determinaciones de enzimas lisosomales se realizaron en el Departamento
de Bioquimica del Instituto de Neurologia y Neurocirugia de la Habana “Profesor
Dr. José Rafael Estrada Gonzélez”, en el periodo comprendido entre 1986 y 2005.
El universo de estudio estuvo constituido por: 1) 1 853 pacientes remitidos de
diferentes centros asistenciales de todo el pais con la impresion diagndstica de
padecer algun error innato del metabolismo de naturaleza lisosomal; 2) 395
padres de los pacientes remitidos y 3) 869 controles. Los controles eran sujetos de
ambos sexos, sin antecedentes de enfermedades heredo metabdlicas, con edades
similares a la de los pacientes y cuyas muestras se procesaron previo
consentimiento informado (ANEXO 9), en las mismas condiciones que las
muestras de los pacientes y padres. Los andlisis enzimaticos de los pacientes y
padres fueron indicados por los especialistas como parte de los estudios
establecidos para el diagnoéstico de estas enfermedades, teniendo en cuenta el
examen fisico, las caracteristicas clinicas y los resultados de los estudios en orina
(realizados en el CNGM y en otros centros del pais). Los estudios enzimaticos
realizados permitian el diagnéstico de 19 EAL a partir de la determinacion de 16
enzimas lisosomales.

e Diagnéstico prenatal

El diagnostico prenatal se realiz6 en 12 embarazadas (11 familias), con
antecedentes de tener al menos un hijo con diagnostico de alguna EAL. El
periodo de estudio fue de 1994-2005. A todas las familias se les brind6
asesoramiento genético por parte de los especialistas y estuvieron de acuerdo,
previo consentimiento informado (ANEXO 10), en conocer el estado de salud del
feto, con relacion a la enfermedad en estudio. Esto permitio a los padres escoger
una conducta de forma voluntaria, la interrupcion o no de la gestacion.

A las madres se les realiz6 amniocentesis entre las 16-20 semanas de embarazo,

procesandose simultaneamente un control de la misma edad gestacional, sin
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antecedentes familiares de estas enfermedades y que le habian indicado este
proceder por estar incluida en el programa de embarazo de riesgo, por la edad.

Los resultados del estudio enzimatico prenatal se entregaron al grupo
interdisciplinario que se encarga de la Consulta de Asesoria Genética que atiende
a la familia, donde se le da toda la informacién que necesitan los padres para

adoptar una conducta reproductiva.

3.1 Muestras biologicas.
e  Suero sanguineo.
e Leucocitos.

e  Cultivo de células de liquido amniotico.

Obtencién de las muestras bioldgicas.

A los pacientes, padres y controles se les extrajo entre 5-10 ml de sangre por
puncidn venosa, la cual se distribuyd en un tubo seco y otro con heparina.

Para la obtencion de suero, se centrifug6 la muestra de sangre durante 10 minutos
a 2000 g.

El aislamiento de leucocitos se realizé procesando la sangre heparinizada segun
las técnicas descritas por Skoog y Berg, 1956; Kolodny y Mumford, 1976.

En sintesis, los eritrocitos y plaquetas presentes en la sangre se precipitaron por
gravedad, utilizando una mezcla de ACD-Dextran-Glucosa y dejandolos en reposo
durante una hora. Se tomé el sobrenadante rico en leucocitos, el cual fue sometido
a lavados subsiguientes: primeramente con solucion de cloruro de amonio y
después cuantos lavados fueran necesarios por choque osmético, empleando 2
soluciones de cloruro de sodio a diferentes concentraciones y agua, hasta la
eliminacion total de los eritrocitos.

Los leucocitos aislados se resuspendieron en agua destilada y fueron sometidos a
congelacion-descongelacion sucesiva para obtener el homogenado de leucocitos
lisados.

Los amniocitos fueron cultivados y aislados en el Centro Nacional de Genética
Médica, (Butterworth y col, 1973; Verman y col, 1995). A los 18 dias de cultivo de
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los amniocitos, se envid la muestra al INN con el objetivo de cuantificar la actividad

enzimatica segun la sospecha de déficit enzimatico correspondiente.

Las muestras de suero, leucocitos y amniocitos se almacenaron a —20° C hasta su

procesamiento.

3.2 Variables evaluadas.
Edad

Sexo

Grupos de estudio:  Pacientes (segun enfermedad).

Padres (segun enfermedad).

Controles.

Forma clinica de la enfermedad (definida por el médico que indica el estudio).

Actividad especifica, enziméticay porcentual de las enzimas:

1.

2.

3.

4.

(62}

10.

11.

12.

13.

a-L-iduronidasa (MPS 1).
N-acetil-a-D-glucosaminidasa (MPS Il B).

B-galactosidasa (MPS IV B, GM; gangliosidosis, mucolipidosis 11 y III).

Sulfo-N-acetilgalactosamina-4- sulfatasa o arilsulfatasa B (MPS VI,

mucolipidosis 1l y 1l1).
B-glucuronidasa (MPS VII, mucolipidosis 11 y 1l1).

a-L-fucosidasa (fucosidosis, mucolipidosis Il y 111).

. a-manosidasa (a-manosidosis, mucolipidosis 11y III).

Hexosaminidasa A (Enfermedad de Tay Sachs).

Hexosaminidasas A y B (Enfermedad de Sandhoff).

B-glucosidasa o B-glucocerebrosidasa (Enfermedad de Gaucher).
Esfingomielinasa (Enfermedad de Niemann-Pick).

Arilsulfatasa A (Leucodistrofia metacromatica, mucolipidosis Il y IlI).

Lipasa acida (Enfermedad de Wolman y enfermedad por acumulo de
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esteres del colesterol).
14. a-galactosidasa (Enfermedad de Anderson-Fabry).
15. Arilsulfatasas A, B y C (mucosulfatidosis o enfermedad de Austin).
16. a-glucosidasa (glucogenosis tipo Il o enfermedad de Pompe).

° Incidencia de EAL

o Frecuencia de portadores

3.3 Técnicas analiticas.

3.3.1 Determinacion de proteinas totales.

La determinacion de proteinas totales se realiz6 en el homogenado de leucocitos y
amniocitos por el método espectrofotométrico descrito por Lowry (1951). Se midi6
la absorbancia a 660 nm. El calculo de las concentraciones de proteinas se realizé
contra una curva de calibracion de albumina de suero bovino (BSA, fraccion V, de

la firma Sigma) y los resultados se expresaron en mg/mL.

3.3.2 Métodos para la determinacion de actividad de las enzimas.

e Fluorimétricos.
Para la determinacion de la actividad de cada una de las enzimas (a 37°C) se
emplearon sustratos fluorogénicos especificos (derivados de metilumbeliferona)
provenientes de la firma Sigma. Estos sustratos reaccionan en cada una de las
determinaciones con la enzima de la muestra (suero, homogenado de leucocitos
0 amniocitos), y la cantidad de enzima presente es directamente proporcional a
la metilumbeliferona liberada, lo cual equivale a la intensidad de fluorescencia. La
medicion fue realizada en un espectrofluorimetro Schimadzu RF-540 a una
longitud de onda de excitacion de 365 nm y de emision 448 nm. El calculo de la
concentracion se realizé contra una curva de calibracion de metilumbeliferona

(MU) y se expreso en nmoles/mL de MU.
Enzimas medidas y técnicas empleadas:

— a-L-iduronidasa (Stirling y col, 1978; Stirling y col, 1979).
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— B-galactosidasa (Galjaard y col,1975).

— B-glucuronidasa (Glaser y Sly, 1973.).

— oa-L-fucosidasa (Robinsony Thorpe, 1974).
— a-manosidasa (Galjaard,1980.).

— Hexosaminidasa A (O’Brieny col, 1970).

— Hexosaminidasas Ay B (Reuser y col, 1976).
— B-glucosidasa (Svennerholmy col, 1979).
— Lipasa acida (Patrick y col, 1976).

— o-galactosidasa. (Galjaard y col, 1974)

— Avrilsulfatasas A, By C. (Galjaard, 1980)

— a-glucosidasa (Galjaard y col, 1973)

e Colorimétricos.

Se emplearon sustratos colorimétricos especificos provenientes de la firma Sigma
(derivados de paranitrofenil y paranitrocatecol), los cuales reaccionan a 37°C con
la enzima presente en la muestra (suero, homogenado de leucocitos o
amniocitos), produciendo un complejo coloreado que se lee a una longitud de

onda determinada para cada uno.

La intensidad de color se midié en un espectrofotbmetro Schimadzu UV260 a una
longitud de onda de 410 nm (paranitrofenil derivados) y a 516 nm (paranitrocatecol
derivado). El calculo de las concentraciones se realizé contra curvas de calibracion
respectivas de paranitrofenol y paranitrocatecol y se expresaron en nmoles/mL de

sustrato.

Técnicas empleadas con derivado de Paranitrofenil.
¢ N-acetil-a-D-glucosaminidasa (Liem y col, 1976).
e Esfingomielinasa (Patrick y col, 1977).
Técnicas empleadas con derivado de Paranitrocatecol.
¢4 sulfo-N-acetilgalactosaminida sulfatasa o arilsulfatasa B (Baum y col,
1959; Galjaard y col, 1974).
e Arilsulfatasa A (Baum y col, 1959; Galjaard y col, 1974).

39



Para la estandarizacion de las técnicas analiticas se determino: limite de
deteccidn, linealidad, especificidad, precision, exactitud, coeficiente de correlacion
(Lépez Saura, 1979).

Los coeficientes de variaciéon intra e interensayo de cada una de las técnicas
empleadas en la determinacion de la actividad estuvieron entre 3,4-10,2 % y 8,7-

15,3 % respectivamente.

3.4 Calculo de las actividades especifica, enzimatica y porcentual de las
enzimas.

Los resultados de actividad especifica se expresaron en nmoles/hora/mg de

proteina en leucocitos y amniocitos.

En suero se determind la actividad enzimatica en funcién de la cantidad de

muestra utilizada para la determinacién: nmoles/hora/mL de suero.

En cada enfermedad se procesaron aproximadamente dos controles por cada

paciente confirmado. La mediana y los percentiles 10-90 de las actividades

especificas y enzimaticas de los controles que se porcesaron conjuntamente con

las muestras de los pacientes, aparecen en las tablas correspondiente a cada

enfermedad.

La relacién porcentual (actividad porcentual) de pacientes y padres se calcul6 en

base a los controles respectivos de la siguiente manera:

[Actividad especifica del paciente o padre / actividad especifica del control] * 100

Para el diagnostico de las mucolipidosis Il y Il se determind en suero la actividad
enzimatica de varias enzimas lisosomales. La variable analizada en este caso fue
la relacion de la actividad enzimatica del paciente respecto al control para cada
una de las enzimas, expresada en numero de veces.

Actividad enzimatica paciente / Actividad enzimética control = nUmero de veces

En el caso de las mucolipidosis Il se cuantificaron las enzimas arilsulfatasa A y B,

B-glucuronidasa, a-manosidasa, a-L-fucosidasa y a-galactosidasa. Para las
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mucolipidosis Il también se estudiaron las arilsulfatasas A y B, la a-manosidasa,
a-L-fucosidasa, adicionalmente las arilsulfatasas A,B,C y la hexosaminidasa A.

La clasificacion en mucolipidosis Il o Il en pacientes con actividad incrementada
de varias enzimas en suero y normales o disminuidas en leucocitos se definié
finalmente por el pediatra, teniendo en cuenta la edad de comienzo de la
enfermedad.

Se consideraron valores patoldgicos aquellos que estaban por debajo del 30 % de
actividad porcentual y sospechosos los que estaban por debajo del 50 % (Willems
y col, 1999). En el caso de los padres de nifios enfermos, por su condicion de
heterocigoéticos obligados para la enfermedad (excepto en la enfermedad ligada al
cromosoma X) la actividad porcentual debe ser alrededor del 50 %. (Jolly y col,
1979; de Gasperi, 2000).

El diagnéstico definitivo pudo ser establecido por el médico de asistencia para 16
EAL de las 19 estudiadas, teniendo en cuenta los resultados de laboratorio y el

cuadro clinico del paciente.

3.5 Estudios deincidenciay frecuencia de portadores.

La organizacion del Sistema de Salud cubano, de amplia cobertura nacional, hace
posible que los pacientes de todas las regiones del pais tengan posibilidad de
acceder a los servicios médicos cercanos a su lugar de residencia a través de la
red nacional de genética que esta disponible en los 169 municipios del pais
(Marcheco, 2007; Lantigua y col, 2007).

Para realizar un estudio como este es necesario tener certeza de que la casuistica
sea representativa del pais, lo cual se apoya en los siguientes aspectos: 1) la
cobertura nacional de diagnosticos pre y postnatales de EAL en el periodo de
1990-2005; 2) la especial atenciéon de médicos y genetistas a casos con sospecha
de EAL, incluso de forma retrospectiva; 3) la realizacion de estudios clinicos y
cualitativos en orina realizados por especialistas de varias regiones del pais en las
cuales existe esta metodologia; 4) la centralizacion de todos los estudios
enzimaticos de EAL en nuestro laboratorio (entre 1990 y 2005) para confirmar la

sospecha clinica.

41



3.5.1 Incidencia.

El método empleado para la estimacidn de la incidencia estriba en considerar que
el total de nacidos vivos se corresponde con el periodo de diagnéstico, y se asume
que los pacientes de diagnéstico tardio (nacidos antes del periodo de estudio) son
representativos de los pacientes de debut tardio nacidos dentro del periodo de
estudio y que no han tenido presentacion clinica todavia (Meikle y col, 1999).

La incidencia, como medida de frecuencia de aparicidbn de casos positivos de
enfermedades de almacenamiento lisosomal en el periodo 1990-2005, se calcul6
de la siguiente forma:

Incidencia = (Diagnosticos postnatales / Total NV) *100 000

NV: nacidos vivos

El nUmero de nacidos vivos en el periodo 1990-2005 fue de 2 367 619 (Anuario
Estadistico de Salud en Cuba, 2005).

Con el objetivo de poder comparar nuestros resultados de incidencia con los
publicados por autores de otros paises, reagrupamos las EAL segun los reportes

de esos estudios, y no siguiendo la clasificacién de Vellodi.

3.5.2 Frecuencia de portadores.

La frecuencia de portadores (2pq) de EAL en el periodo 1990-2005 se calcul6 a
partir de los datos de incidencia (g°) de cada una de las enfermedades. Aplicando
posteriormente la formula de Hardy-Weinberg, p + g =1(100%), se puede hallar (p)
(Mueller y Young, 2001; Kalmes y Huret, 2001). La Ley de Hardy-Weinberg ,
asume que la poblacién estudiada esta en equilibrio. Las frecuencias de p y g se
encuentran entre 0 y 1.

En principio asumimos que la poblacion es ideal, o sea, que es una poblacion
grande que muestra uniones al azar, sin que aparezcan mutaciones nuevas ni
fendmenos de seleccion basados en algun genotipo particular.

El célculo de la frecuencia de portadores en la poblacién es de mucha utilidad
cuando se calculan los riesgos en el asesoramiento genético.

Para el calculo de la frecuencia de portadores se asumié que todos los padres son

heterocigéticos (excepto para la enfermedad de Fabry que esta ligada al sexo) y
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que la union marital de familias homocigoticas seria poco comun y afectaria muy
poco la frecuencia de portadores.

En este trabajo no pudimos obtener la informacion acerca de la presencia de
consanguinidad en las familias de todos los pacientes. Sin embargo Lantigua y col,
2008, en un estudio de poblacion de retrasados mentales de todo el pais,
obtuvieron un 6,89 % de consanguinidad. Algunos de los pacientes con EAL que

cursan con retraso mental pudieran estar incluidos en estos resultados.

3.6 Etica.

Se cumplié con los principios éticos para las investigaciones médicas en seres
humanos de la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial del 2010.
La individualidad de los participantes en las investigaciones fue respetada,
resguardando su intimidad y la confidencialidad de su informacion, con el objetivo
de reducir al minimo las consecuencias sobre su integridad fisica y mental.

El consentimiento informado, es una decisién a participar en una investigacion,
tomada por un individuo competente que ha recibido la informacién necesaria, que
ha entendido adecuadamente la informacion y que, después de considerarla ha
arribado a la decision, sin haber sido objeto de coercién, influencia, induccion o
intimidacion. De esta forma se protege la libertad de eleccion y se respeta la
autonomia individual.

Al grupo control, constituido por individuos voluntarios, supuestamente sanos y sin
antecedentes familiares de enfermedades heredo metabdlicas, se les explico la
importancia de participar en esta investigacion y que soélo requeria de la extraccion
de 5 ml de sangre por puncién venosa. Se les solicité la conformidad de participar
en el estudio, mediante consentimiento informado, tanto de forma verbal como
escrita (Anexo 9). En el caso de los menores, ese consentimiento lo dieron sus
padres o tutor.

El médico de asistencia indicé los estudios de laboratorio a los pacientes y padres
como parte de las investigaciones establecidas para el estudio de estas
enfermedades; ademas les brindo toda la informacion acerca de las caracteristicas

de la enfermedad que sospechaba, prondstico y posibilidad de tratamiento.
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Para los estudios prenatales, los genetistas les explican a los padres en las
consultas de asesoramiento genético, los riesgos y beneficios que conlleva la
realizacion de esta prueba. Ademas les aclaran todas las dudas y preocupaciones
que ellos tengan. Los padres con plena autonomia y de mutuo acuerdo deciden
la conducta a seguir. Para el consentimiento informado se utiliza el modelo
confeccionado por el Centro Nacional de Genética Médica (Anexo 10).

El Comité de Etica de la Investigacion del INN creado en el afio 2001 segun la
Resolucién Ministerial N° 110 del 31 de junio de 1997 (conocida como Instruccion
VADI N° 4/2000) aprobd la ejecucion de esta investigacion en su etapa de
proyecto ramal.

Para la publicacién de estos resultados, se hizo el compromiso de mantener la
exactitud de los datos. Se publicaron tanto los resultados negativos como los
positivos y se citaron las fuentes de donde se obtuvieron los datos expuestos, el

financiamiento y las afiliaciones institucionales.

3.7 Andélisis estadistico de los resultados.

Se confeccion6 una base de datos para cada una de las enfermedades
estudiadas, que incluia: nombre, edad, sexo, procedencia, fecha, actividades
especifica, enzimatica, porcentual y relacibn de la actividad enzimatica de
pacientes/control (sélo para el caso de las ML 1l y Ill) de los grupos estudiados. Al
evaluar las pruebas de normalidad y ensayo de homogeneidad de varianza
aplicadas a las actividades de las enzimas estudiadas se encontré que ninguna
tenia una distribucion normal y en algunos grupos las varianzas no eran
homogéneas, por lo que se calcularon las medianas y el percentil 10 - 90 de cada
una.

Para la comparacion de la actividad especifica entre los tres grupos estudiados
(pacientes, padres y controles) se aplico la prueba de Kruskal Wallis, mientras que
la comparacion de la actividad porcentual de pacientes y padres se realiz6
empleando la prueba de Mann-Whitney. El nivel de significacion para ambas

pruebas fue de p<0,05.
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Estudiamos la posible correlacion entre la actividad especifica de las enzimas con
la edad de diagndstico mediante la prueba de Spearman y se emplearon pruebas
no paramétricas para comparar las actividades entre los fenotipos clinicos.

Se determind el intervalo de confianza (-95% a +95%) de la incidencia de las EAL.
Todos los calculos estadisticos se realizaron con el programa Statistica, version

6.0 para Window y se consulté a Sigarroa, 1985.
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V. RESULTADOS

4.1 Distribucion de los diagnosticos segun el tipo de EAL.

En el periodo comprendido de 1986 al 2005 se estudiaron 1 853 pacientes con
sospecha clinica de padecer algun EIM de naturaleza lisosomal. El total de casos
diagnosticados fue de 151 pacientes, lo que representa una frecuencia de
diagnésticos positivos de un 8,2%. En la figura 1 se presenta la distribucion de los
pacientes con EAL por grupos de enfermedades. La esfingolipidosis resulté el
grupo con mayor numero de casos diagnosticados (32%), siguiéndole las
mucopolisacaridosis y las glucoproteinosis (28% y 23% respectivamente). Las
menos frecuentes fueron las enfermedades del metabolismo del glucdgeno, la

deficiencia multiple de enzimas y otras lipidosis respectivamente.

O Mucopolisacaridosis: 42
M Esfingolipidosis: 49

O Glucoproteinosis: 35

D Enf. Metabolismo del

glucogeno: 12

m Deficiencia multiple de
enzimas: 12

O Otras lipidosis: 1

Figura 1. Distribucion de los casos diagnosticados con EAL por grupos de
enfermedades.

En la tabla 1 se muestra la frecuencia de aparicion de las enfermedades

lisosomales dentro de los distintos grupos de EAL, siendo las mas frecuentes la

MPS tipo | y la a-Manosidosis.
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Tabla 1 Frecuencia de distribucion de pacientes diagnosticados con EAL.

Grupos de
Enfermedades

Lisosomales

MPS

Esfingolipidosis

Glucoproteinosis

Deficiencia multiple

de enzimas

Otras lipidosis

Enfermedades del
metabolismo del
glucégeno

* El diagnéstico de estas enfermedades se realiza por el aumento en la actividad de varias

Enfermedades

MPS |
MPS I1IIB

MPS IV B
MPS VI
MPS VI
GM1-gangliosidosis
Tay-Sachs
Sandhoff
Fabry

Leucodistrofia

metacromatica

Niemann-Pick A-B
Gaucher
a-Manosidosis
Fucosidosis

Mucolipidosis II*
Mucolipidosis IlI*
Mucosulfatidosis

Mutacién alélica de
la enfermedad de
Wolman

Glucogenosis

enzimas lisosomales en suero.

Enzimas

a-L-iduronidasa

N-acetil- a-D-
glucosaminidasa
B-galactosidasa

Avrilsulfatasa B
B-glucuronidasa
B-galactosidasa
Hexosaminidasa A
Hexosaminidasas Ay B

a-galactosidasa

Aril sulfatasa A

Esfingomielinasa
B-glucosidasa
a-manosidasa

a-L-Fucosidasa

Avrilsulfatasa A, B, C

Esterasa acida

a-1,4-glucosidasa

TOTAL

Cantidad de

pacientes

n

26

12

11

o

14
20
15

12

151

diagnosticados

%
17,1
2,0
0,7
7,9
0,0
7,2
59
0,0
0,7

59

3,3
9,2
13,2
9,9
53
2,6
0,0

0,7

7,9

100%



4.2 Descripcion de las EAL segun edad y sexo de los pacientes.

La edad de los pacientes con las distintas EAL en el momento del diagndstico
oscilé entre 0,2 (3 meses) y 45 afios. En 12 de las 16 EAL diagnosticadas en la
poblaciébn cubana durante este periodo (75%), la mediana de la edad de
diagnéstico estuvo por debajo de 4 afos, aunque en algunas de ellas el rango de

variacion de la edad fue amplio (Tabla 2).

Tabla 2 Caracterizacion de pacientes diagnosticados con EAL segun la

mediana de la edad de diagndstico y el sexo.

Sexo
Enfermedad n Edad (rango)
F M M/F anos
Mucopolisacaridosis | 26 16 10 0,6 2,0 (0,3-10)
Mucopolisacaridosis I11B 3 2 1 0,5 3,0 (2-12)
Mucopolisacaridosis IV B 1 0 1 - 6
Mucopolisacaridosis VI 12 6 6 1 2,5(0,3-10)
GM1-gangliosidosis 11 5 6 1,2 3,0 (2-13)
Tay-Sachs 9 2 7 | 35 1,5 (0,5-16)
Fabry 1 0 1 - 2
Leucodistrofia metacromatica 9 4 5 1,2 3,0 (1-45)
Niemann-Pick A-B 5 3 2 0,7 6,2 (1-12)
Gaucher 14 6 8 1,3 8,0 (2-38)
a-Manosidosis 20 9 11 1,2 3,0 (0,6-11)
Fucosidosis 15 8 7 0,9 2,5(0,2-17)
Mucolipidosis Il 8 5 3 0,6 0,9 (0,4-2)
Mucolipidosis llI 4 1 3 3 29 (25-30)
Wolman 1 0 1 - 16
Glucogenosis |l 12 0 12 - 3,0 (0,3-32)
Total 67 84 1,2
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Se encontraron en general individuos de ambos sexos con una relacion entre
masculinos y femeninos de 1,2. Sin embargo, en la glucogenosis Il y en la
enfermedad de Tay-Sachs predominaron los pacientes del sexo masculino
(tabla 2).

4.3 Cuantificacién de la actividad de las enzimas lisosomales en pacientes,
padres y controles.

4.3.1 Mucopolisacaridosis.

En la tabla 3 se indican las actividades especifica y porcentual de las MPS | y
MPS VI. En ambas se encontraron disminuciones significativas de la actividad
especifica entre pacientes-padres y pacientes-controles. En la MPS | ademas se
observo diferencia entre padres-controles. La actividad porcentual también mostré
una disminucion significativa en los pacientes con respecto a los padres para
estas dos MPS.

Tabla 3 Actividades especificas y porcentuales de las MPS | y VL.

ACTIVIDAD ESPECIFICA LEUCOCITARIA
(nmol/h/mg proteina a 37°C)

Enfermedad H
Enzima Pacientes Padres Controles gl,n P
Mediana | 10-90% | Mediana| 10-909s @ Mediana | 10-90%
(n) (n) (n)
MPS | a b c
a- L- 0'276 0.4-4,5 42’31 1,3-11,9 12'74 7.4-17,8 60,6 = 0,0000
iduronidasa (26) (21) (47)
MPS VI 47,32 116,2° 173,9°
Arilsulfatasa B (12) 22 -77,3 (12) 67-195 (42) 99-264 31,9 0,0000
ACTIVIDAD PORCENTUAL
Enfermedad Pacientes Padres
. . : z p
Enzima Mediana 10-90% Mediana 10-90%
(n) (n)
MPS | 18,2 58,6 _ _
o L- iduronidasa (26) 2,3-334 21) 43-79,4 5,87 | 0,000
MPS VI 29,2 62,1
Arilsulfatasa B (12) 15-39 (12) 51-838 | -4,16 | 0,000

Andlisis post hoc: letras diferentes indican diferencias significativas.
10-90%: percentiles
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Los 26 pacientes con MPS |, se distribuyeron en las 3 formas clinicas no
diferenciadas bioquimicamente, de la siguiente manera: 13 pacientes con la mas
severa (Hurler); 5 pacientes con la forma mas leve (Scheie) y 8 pacientes con la
forma intermedia (Hurler-Scheie). No hubo diferencias estadisticas en la actividad
especifica de IDUA entre las formas clinicas de MPS | (K w(, 25y = 2,32) y tampoco
se encontro correlaciéon con la edad de diagndstico.

Para la MPS VI no se hall6 correlacién entre la actividad especifica de arilsulfatasa
B y la edad de diagndstico de los 12 pacientes.

En la tabla 4 figuran la mediana de las actividades especifica y porcentual para las
MPS IlIB y IVB. En ambas, la actividad especifica de los pacientes fue menor con
respecto a los controles. Ademas se estudio la enzima B-glucuronidasa (MPS VII),
aungue no se detectd ningun caso positivo en el periodo de estudio. No se
aplicaron pruebas estadisticas para las MPS 1lIB y IVB por la reducida cantidad de

casos (3 y 1, respectivamente).

Tabla 4. Actividades especificas y porcentuales de las MPS lIIB y IVB.

ACTIVIDAD ESPECIFICA LEUCOCITARIA
Enfermedad (nmol/h/mg proteina a 37°C)
Enzima Pacientes Controles
n  Mediana | 10-90% n Mediana 10-90%

MPS IlIB
n-acetil-a-glucosaminidasa
MPS IVB
B-galactosidasa

ACTIVIDAD PORCENTUAL

215 16,4380 11 58,1 20,0-97,6

1 3,8 - 16 37,5 20,0-63,0

Enfermedad Pacientes
Enzima n Mediana 10-90%
. MPSIIB 37,0 32,0-38,9
n-acetil-a-glucosaminidasa
MPS IVB

B-galactosidasa 1 11,1 )
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4.3.2 Esfingolipidosis y otras lipidosis.

En las esfingolipidosis diagnosticadas (GM; gangliosidosis, Tay-Sachs,
leucodistrofia metacromética, Niemann-Pick A-B y Gaucher) encontramos
actividades especificas significativamente mas bajas en pacientes y padres con
respecto a controles, excepto para la actividad especifica de la B-galactosidasa
(GM; gangliosidosis), que no mostré diferencias entre padres y controles y si entre
pacientes-padres. Para todas las enfermedades estudiadas la actividad porcentual
se mostré significativamente mas baja en los pacientes que en los padres
(tabla 5).

A pesar de gque se disponia del diagnéstico enzimético de la enfermedad de Fabry
- también incluida en el grupo de las esfingolipidosis - solamente se encontré un
caso, con una actividad especifica de la enzima a-galactosidasa de 3,3 nmol/h/mg
proteina y una actividad porcentual de 27,3.

Se diagnosticé un paciente dentro del grupo de otras lipidosis con la enfermedad
de Wolman (mutacién alélica). La actividad especifica de la enzima esterasa acida
fue 4,5 nmol/h/mg proteina y la porcentual de 30,8 %.

Se diagnosticaron 5 pacientes con forma juvenil de GM-1 gangliosidosis y 6
pacientes con la forma adulta. No hubo diferencias en la actividad especifica de
esta enzima con la edad ni con las formas clinicas.

Del total de diagndsticos de Tay-Sachs, 4 casos presentaron la forma infantil o
severa, 3 casos la variante juvenil y so6lo un caso present6 la forma adulta. No se
encontraron diferencias significativas de la AE (hexosaminidasa A) con la edad, ni
con las formas clinicas.

En la LDMC tampoco se encontro relacion entre la edad y la AE de la arilsulfatasa
A. Se reportaron 8 casos con la forma de presentacién infantil y un caso de 46

afos, con una presentacion clinica tardia, correspondiente a la forma adulta.
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Tabla 5. Actividad especificay porcentual de las esfingolipidosis.

ACTIVIDAD ESPECIFICA LEUCOCITARIA
(nmol/h/mg proteina a 37°C)

Enfermedad _ H
Enzima v df’amentes — Padres v d.Controles (gl,n)
ediana | ;5 909, ediana | ;4 9004 ediana | 1, 990,
(n) (n) (n)
GM]_ a b b
gangliosidosis 51'2 2-15 1‘1’25 5,0-43,0 32’(‘)5 10,6-66,0 ' 30,6
B-galactosidasa (1) (12) (30)
Tay-Sachs 77.8% 126,9° 277,1°
Hexosaminidasa 9) 5,6-182 (8) 61-200 (18) 169-377 18,8
A
Leucodistrofia | 10,02 15,6 2 53,2°
metacromatica 9) 3,8-28 (8) 5,7-28,3 (18) 35-72,8 | 25,7
Arilsulfatasa A
Niemann-Pick a a b
A-B 223" 15938 40'35 40-76 77'3 56,5-99,1 | 10,4
Esfingomielinasa ) (3) (10)
Gaucher 0,92 2,42 6,0°
B- Glucosidasa (14) 0,6-6,2 (8) 1,3-21,6 (30) 9,4-32,2 | 18,1
ACTIVIDAD PORCENTUAL
Enfermedad Pacientes Padres
Z
Enzima Mediana (n) 10-90% Mediana (n) 10-90%
GMy
Gangliosidosis 18,5 96,0
(11) 4,0-34,0 (12) 47,0-121,0 | 41
B-galactosidasa
Tay-Sachs
25,7 48,0
Hexosaminidasa 9) 3,9-30,0 (8) 29,0-76,0 | -3,3
A
Leucodistrofia
metacromatica 29,4 10,0-40.5 62,2 42,2-77.0 3.4
9) (8)
Arilsulfatasa A
Niemann-Pick
A-B 281 23,7-39,0 56,0 47,5-78,0 -2,2
A (5) (3)
Esfingomielinasa
Gaucher 31,5 71,7 i i
B- glucosidasa (14) 18,0-39,2 (8) 40,6-87,0 3,2

Analisis post hoc: letras diferentes indican diferencias significativas.

0,000

0,0001

0,0000

0,0055

0,0001

0,000

0,000

0,000

0,025

0,001

En la enfermedad de Niemann-Pick tipo B hubo tres pacientes con la variante no

neuronopatica crénica, dos de estos casos eran hermanas (2 y 12 afios de edad),
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y en una de ellas se logro el diagndstico tempranamente. Los otros 2 pacientes
presentaron la forma neuronopética, tipo A. No se observé correlacién entre la
edad y la actividad especifica. Es necesario sefialar que hubo 4 pacientes con las
caracteristicas clinicas de esta enfermedad y aumento de los niveles de colesterol
sérico, pero con actividad normal de esfingomielinasa. Estos paciente no fueron
incluidos como diagndsticos en los resultados de este trabajo, pero consideramos
gue podrian corresponder con Niemann-Pick tipo C, para la cual no disponiamos
de la metodologia requerida para el diagnéstico.

Para la enfermedad de Gaucher se presentaron 8 casos con la tipo | o no
neuronopatica, 3 con la tipo Il o forma severa neuronopatica y 3 con el tipo Ill o
forma tardia. No se encontraron diferencias significativas al comparar la AE de la

B-glucosidasa con la edad y con los tipos clinicos.

4.3.3 Glucoproteinosis.

En las glucoproteinosis estudiadas (a-manosidosis y fucosidosis), encontramos
disminucién significativa de la actividad enzimética especifica entre pacientes-
controles y padres-controles, pero no entre pacientes-padres. Sin embargo, llama
la atencion que en ambos casos se observO que existia una disminucion
significativa de la actividad porcentual de los pacientes con respecto a los padres.
(tabla 6).

En el caso de la a-manosidosis, hubo pacientes con las 2 formas clinicamente
distinguibles: la forma | o infantil (4 pacientes) y la forma de comienzo juvenil-
adulto (14 pacientes). No se encontraron diferencias estadisticas de la actividad
especifica de la a-D-manosidasa ni con la edad de diagnostico, ni con los
fenotipos clinicos.
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Tabla 6 Actividad especificay porcentual de las glucoproteinosis.

ACTIVIDAD ESPECIFICA LEUCOCITARIA
(nmol/h/mg proteina a 37°C)

Enfermedad
Engi Pacientes Padres Controles H p
nzima
Mediana Mediana Mediana (gln)
- 0, - 0, - 0,
") 10-90% n) 10-90% n) 10-90%
a- Manosidosis a a b
a-D- 108 1730 225 17-44 = 130 37-102 | 50,8  0,0000
manosidasa (20) (14) (45)
Fucosidosis 232 13,52 22,30
o-L-fucosidasa (15) 0,2-9,3 (10) 45-22.9 (30) 15,0-34,6 | 30,5 0,0000
ACTIVIDAD PORCENTUAL
Pacientes Padres
Enfermedad - :
' Mediana 10-90% Mediana 10-90% b p
Enzima (n) (n)
a- Manosidosis
30,9 61,5 ) i
o-D- (20) 8,8-38,5 (14) 47,0-80,1 4,90 0,0000
manosidasa
Fucosidosis
9.2 1,0-38,3 48,5 31,0784 | -3,83  0,0000
. (15) (20)
a-L-fucosidasa

Andlisis post hoc: letras diferentes indican diferencias significativas.

En la fucosidosis también se encontraron pacientes con las dos formas clinicas:
infantil tipo I, severa (8 casos) y juvenil-adulta tipo 2, lenta (7 casos). Entre la edad
de diagnéstico y la actividad especifica de a-L-fucosidasa se hallo correlacion
(r=0,73; p=0,0059). Ademas, las actividades especificas de las dos formas clinicas
mostraron diferencias estadisticas (Z=-2,71; p=0,0067), con actividades residuales
mas elevadas en la forma juvenil-adulta (figura 2).
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o-L-Fucosidasa (nmoles/h/mg de proteina a 37°C)
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0 Forma infantil Forma juvenil-adulta 3

Figura 2. Actividad especifica de a-L-fucosidasa segun las formas clinicas de
la fucosidosis.

Mediana

4.3.4 Deficiencia multiple de enzimas.

El diagndstico de las mucolipidosis 1l y Il se realiza mediante la cuantificacion del
aumento en suero de la actividad enzimética de algunas enzimas lisosomales. El
aumento de actividad esta dado por el incremento en niamero de veces de la
relacion de actividad enzimatica del paciente con respecto a la actividad
enzimatica del control. Este resultado se grafica en las figuras 3 y 4 para
mucolipidosis 1l y 11l respectivamente.

En la mayoria de los pacientes con mucolipidosis Il (7 de un total de 8)
encontramos aumento en la actividad especifica de la aril sulfatasa A. Luego le
siguen las enzimas a-manosidasa y [-glucuronidasa. En los casos de
mucolipidosis Il también la actividad de la enzima arilsulfatasa A es la que se
eleva de forma sobresaliente con respecto a su control en los 4 pacientes, los

cuales son hermanos.
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50 - Arilsulfatasa B
- beta-Glucuronidasa
Il aifa-D-Manosidasa
40 - alfa-L-Fucosidasa
- Arilsulfatasa A
- alfa-Galactosidasa

10

Relacion paciente/control {veces)

1 2 3 4 5 6 7 8

Pacientes
Figura 3: Relacién de actividad enzimética paciente/control de las enzimas

lisosomales en suero para el diagnéstico de mucolipidosis Il.

- Arilsulfatasa A
- alfa-D-Manosidasa
- alfa-L-Fucosidasa

*  Arilsulfatasas A,B,C
- Hexosaminidasa A
- Arilsulfatasa B

18

16

14

12

10

Relacion paci entefcontrol (ve ces)

Pacientes

Figura 4. Relacion de actividad enzimética paciente/control de las enzimas

lisosomales en suero para el diagndstico de mucolipidosis lll.
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No se detect6 ningun caso con deficiencia mdltiple de sulfatasas

(mucosulfatidosis).

4.3.5 Enfermedades del metabolismo del glucégeno. Glucogenosis Il.

En la tabla 7 se muestra la actividad especifica y porcentual de la enzima a-
glucosidasa. La actividad especifica de los pacientes con glucogenosis Il estaba
significativamente disminuida con respecto a la de los grupos de padres y
controles (prueba de Kruskal-Wallis). La prueba de Mann-Whitney demostr6 que la
actividad porcentual de la enzima fue también mas baja en los pacientes que en

los padres.

Tabla 7. Actividad especifica y porcentual en las enfermedades del
metabolismo del glucégeno.

ACTIVIDAD ESPECIFICA LEUCOCITARIA
(nmol/h/mg proteina a 37°C)

Enfermedad
) Pacientes Padres Controles
Enzima H p
Mediana Mediana Mediana I
10-90% 10-90% 10-00% = (9l.n)
(n=12) (n=8) (n=19)
6,0° | 2499 158° /68315 21,4° 13,7-31,7 204  0,0000

Glucogenosis |l ACTIVIDAD PORCENTUAL

a-1-4- Pacientes Padres
glucosidasa Z p
Mediana 10-90% Mediana 10-90%
29,4 15,7-38,9 65,8 31,5-82,1 -3,2 | 0,0012

Analisis post hoc: letras diferentes indican diferencias significativas.

De los 12 pacientes con glucogenosis, dos eran menores de 1 afo de edad,
presentando la forma infantil; dos casos tuvieron un debut clinico correspondiente
a la forma adulta, y el resto (8 casos) presentaron la forma juvenil progresiva de la
enfermedad. Para esta patologia no se encontré correlacion entre la actividad
especifica de la a-1-4 glucosidasa y la edad. Tampoco se encontraron diferencias
estadisticas de la actividad especifica ni porcentual, entre los fenotipos clinicos.
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4.4 Descripcion de los diagnosticos prenatales.

Se realizaron 12 diagnodsticos prenatales provenientes de 11 familias, en el
periodo comprendido entre 1994 y el 2005. Los padres habian tenido hijos en los
que se confirmd el diagndstico de alguna enfermedad de almacenamiento
lisosomal. Se realizé la determinacion de la actividad enzimatica para las
siguientes enfermedades: MPS | (un caso), MPS VI (dos casos), fucosidosis (2
casos), GM-1 (dos casos), Gaucher (tres casos), Tay Sachs (un caso) y Niemann
Pick A-B (un caso). De los 12 diagndésticos prenatales, en 5 hubo cambio de pareja
(s6lo uno de los padres era portador conocido).

La tabla 8 muestra la actividad especifica y porcentual de las enzimas lisosomales
estudiadas en cultivo de amniocitos. Como se observa, el rango de valores de

actividad porcentual es muy amplio (27,4 %-156,4 %).

Tabla 8 Actividad especifica y porcentual de las enzimas lisosomales

estudiadas en cultivo de amniocitos paralos 12 diagndsticos prenatales.

AE en AE en

Grupo de - e e Actividad
Enfermedades | Familia | amniocitos | amniocitos
Enfermedades : porcentual
. pacientes controles
Lisosomales %
MPS | A 6,1 3,9 156,4
MPS MPSVI B 56,7 71,4 80,5
C 48,8 66,3 73,5
. . . . D 10,1 36,8 27,4
Glucoproteinosis Fucosidosis
E 22,2 21,7 100,9
GM-1 F 9,16 16,1 56,9
G 2,4 3,4 70,0
H* 0,2 0,4 59,5
. . . Gaucher | 0,5 0,4 137,5
Esfingolipidosis
H* 1,72 3,3 51,2
Tay-Sachs J 12,2 21,0 58,8
N'emzr_‘g'P'Ck K 106,8 106,3 100,5

Actividad especifica (AE): nmoles/h/mg de proteina

H*: dos embarazos diferentes de la misma mujer.
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Once de los diagnosticos prenatales de posibles casos de enfermedades
lisosomales fueron negativos partiendo de la relacion de la actividad especifica de
los cultivos de amniocitos estudiados respecto a los controles, es decir basados en
las cifras de actividad porcentual (por encima del 50%). Sin embargo, en el caso
de la familia D (fucosidosis) se encontraron cifras inferiores al 50 % de actividad
porcentual de la enzima (27,4 %), que pudieran indicar la posibilidad de que este
feto estuviera afectado o fuera portador de esta enfermedad. Los médicos de
asistencia enviaron la muestra de amniocitos al extranjero para realizarle estudios

moleculares y se pudo determinar que el feto era portador.

4.5 Calculo de incidencia y frecuencia de portadores de las enfermedades
lisosomales en Cuba.

Teniendo en cuenta que entre los afios 1990-2005 todos los diagndsticos
enzimaticos de EAL en el pais se realizaron en el INN, tomamos los diagndsticos
realizados en este periodo para estimar valores nacionales de incidencia y
frecuencia de portadores.

En este periodo, de un total de 1 642 pacientes con sospecha de EAL se
diagnosticaron un total de 132 casos (8,1 %), similar al porcentaje de diagnosticos
positivos que obtuvimos en el estudio de 20 afios (8,2%).

En la figura 5 se muestran el nimero de casos diagnosticados y la natalidad por
afo durante el periodo de estudio (1990-2005). EI comportamiento de los
diagnésticos fue variable, oscilando entre 2 y 15 diagndsticos por afo (2001 y
1996, respectivamente), sin que esto estuviera relacionado con alguna estrategia
de pesquisaje nacional o territorial. Incluso hubo un periodo de 3 afios (1993-
1996) en que se triplicé el total de casos, mientras que en los afios subsiguientes
(1996-1999) disminuyo en la misma proporcion. En este periodo la tendencia de la

natalidad fue hacia la disminucidn del nUmero de nacimientos por afio.
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Como se puede observar en la tabla 9, la incidencia combinada obtenida para las

19 EAL diagnosticadas fue de 5,6/100 000 nv, constituyendo el grupo de las

lipidosis el de mayor incidencia (1,76/100 000). Los grupos de mucopolisacaridosis

y glucoproteinosis, siguieron en incidencia (1,56 y 1,35/100 000 respectivamente).

La frecuencia relativa se comportdé de manera similar a la obtenida en el periodo

total de estudio (20 afios): el grupo mas frecuente fue el de las lipidosis (31,2%),

seguido de las MPS (28%) y las glucoproteinosis (24,2%).

Tabla 9. Frecuencia relativa e incidencia de las EAL en Cuba.

Numero de Frecuencia Incidencia Intervalo de

Enfermedades pacientes relativa (%) (100 000 nv) confianza
(1990-2005) 0 (95%)

Lipidosis 41 31,2 1,76 1,10-2,38
Mucopolisacaridosis 37 28,0 1,56 0,94 -1,93
Glucoproteinosis 32 24,2 1,35 0,66-1,73
Mucolipidosis 11 8,3 0,46 0,13-0,74
Glucogenosis I 11 8,3 0,46 0,16-0,95
Total 132 100,0 5,60 4,16-6,71

nv: nacidos vivos
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En las tablas 10, 11 y 12 se muestran la incidencia y frecuencia de portadores de
las mucopolisacaridosis, las lipidosis y por dltimo, las glucoproteinosis,
mucolipidosis y glucogenosis Il respectivamente en Cuba en un periodo de 16
anos (1990-2005).

Las incidencias de las enfermedades individuales variaron desde 1,01/100 000
para la MPS | (que fue la mas frecuente) hasta 0,04/100 000 para las
enfermedades de Fabry, Wolman y MPS IVB. Como era de esperar, la frecuencia
de portadores varié segun la incidencia desde 1/156 personas sanas para la MPS
| hasta una frecuencia tan baja como 1/3 741 para las enfermedades de Fabry,
Wolman y MPS IVB. Las enfermedades a-manosidosis y fucosidosis siguieron a la
MPS I, como la mas frecuentes de forma individual (0,72 y 0.63/100 000
respectivamente).

A pesar de que se disponia de la metodologia necesaria para el diagnéstico de
MPS VII, mucosulfatidosis y enfermedad de Sandhoff, no se diagnosticé ningun

caso durante el periodo de estudio.
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Tabla 10. Incidencia y frecuencia de portadores de mucopolisacaridosis en Cuba en el periodo 1990-2005.

Enfermedades
n

MPS | 24
MPS I -
MPS IlIA -
MPS Il B 2
MPS Il C -
MPS IV A -
MPS IV B 1
MPS VI 10
MPSVII 0

Todos los tipos | 37

nv: nacidos vivos

Cuba

Incidencia
(100 000 nv)

1,01

0,04
0,42

1,56

FP: frecuencia de portadores

2 Meikle y col, 2009; ® Poupétova y col, 2010; € Pinto y col, 2004; ¢ Baehner y col, 2005; ¢ Poorthuis y col, 1999;

" Applegarth y col, 2000.

FP

1/156

1/1 870

1/3 741
1/374

Australia®

1,10
0,74
0,88
0,47
0,07
0,59
0
0,43
0,05

4,44

Otros paises

Prevalencial/incidencia por 100 000 nv

Republica
Checa®
0,72
0,43
0,47
0,02
0,42
0,71
0,02
0,05
0,02

3,72

Portugal®

1,33
1,09
0
0,72
0,12

0,60

0,42

4,28

Alemania

0,69
0,64
1,11
0,37
0,10
0,38
0,07
0,23
0

3,53

d

Paises
Bajos®
1,19
0,67
1,16
0,42
0,21
0,22
0,14
0,15
0,24

4,50

Columbia
Brité\nicaf
0,58
0
0,29

0,48
0,29
0,48
0,29

2,12
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Tabla 11. Incidenciay frecuencia de portadores de lipidosis en Cuba.en el periodo 1990-2005.

Enfermedades

GM1

Tay-Sachs

LDMC
Niemann-Pick A-B
Niemann-Pick C
Fabry

Gaucher

Sandhoff

Krabbe

Wolman

Todos los tipos

nv: nacidos vivos;.

10

41

Cuba

Incidencia
(100 000 nv)

0,42
0,38
0,29
0,08
0,04
0,46
0
0,04

1,76

FP

1/374
1/415
1/534
1/1 870
1/3 741
1/340

1/3 741

._a
Australia

0,26
0,50
1,09
0,40
0,47
0,86
1,75
0,26
0,71
0,19

6,49

FP: frecuencia de portadores; LDMC: Leucodistrofia metacromatica
2 Meikle y col, 1999; ® Poupétova y col, 2010; ®Pinto y col, 2004; ¢ Emre y co, 2002; ¢ Poorthuis y col, 1999;

" Applegarth y col, 2000.

Republica
Checa®
0,26
0,30
0,69
0,33
0,91
0,64
1,13
0,19
0,40
0,27

5,12

Otros paises
Prevalencia/incidencia por 100 000 nv

PortugalC

0,62
3,13
1,85
0,60
2,20
0,12
1,35
1,49
1,21

12,57

Tu rquiaoI

0,54
0,23
1,43

0,015
0,45
0,95
1,00

4,61

Paises
Bajose
0,41
0,41
1,42
0,53
0,35
0,21
1,16
0,34
1,35
0

6,18

Columbia
Britémicaf
0,19
0,39
0,58

0,39

0,29
0,39
0,29
0,29
0,58
3,39
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Tabla 12. Incidencia y frecuencia de portadores de glucoproteinosis, mucolipidosis y glucogenosis Il en Cuba en
el periodo 1990-2005

Otros paises

Cuba Prevalencial/incidencia por 100 000 nv
Enfermedades Incidencia Paises Columbia
FP Australia® | Republica | portugal® Bajos® Britanica®
(100 000 nv)
Checa
a-Manosidosis 17 0,72 1/220 0,10 0,38 0,12 0,09 0,19
B-Manosidosis - - - 0 0,16 0,12 0,13 -
Fucosidosis 15 0,63 1/249 0 0 0 0,05 -
Aspartilglucosaminuria - - - 0,05 0 1,72 0,13 -
Enfermedad de Schindler - - - 0 0 0 0,20 -
Galactosialidosis - - - 0 0 0,77 0,04 0,39
Glucoproteinosis 32 1,35 0,15 0,54 2,73 0,64 0,58
Mucolipidosis | - - - 0,02 0,07 0 0,05 -
Mucolipidosis Il 7 0,29 1/534 0,24
0,31 0,22 0,81 0,29

Mucolipidosis IlI 4 0,17 1/935 -
Mucosulfatidosis 0 0 - 0,07 0,26 0,48 0,05 0,10
Deficiencias multiples

i 11 0,46 0,4 0,55 1,29 0,34 0,39
enzimas
Glucogenosis |l 11 0,46 1/340 0,69 0,37 0,17 2,0 0,90

nv: nacidos vivos
FP: frecuencia de portadores
2 Meikle y col, 1999; ® Poupétova y col, 2010; ¢ Pinto y col, 2004; ¢ Poorthuis y col, 1999; ¢ Applegarth y col, 2000.
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V. DISCUSION

5.1 Experiencia de 20 afios de diagndstico enzimatico de EAL en el INN.
5.1.1 Frecuencia de diagndsticos.

Los resultados obtenidos durante 20 afios (1986-2005) en el diagnéstico de
enfermedades lisosomales, en el Instituto de Neurologia y Neurocirugia, a partir
del servicio asistencial que se brindd a todo el pais, nos ha permitido acumular
una experiencia de mucho valor para el acercamiento al comportamiento de este
grupo de EIM en nuestro medio. Los 151 casos diagnosticados, a partir de los
1 853 pacientes con sospecha clinica de padecer algin EIM de naturaleza
lisosomal, representan un 8,2 % de positividad, lo cual concuerda con otros
estudios realizados en el mundo.

Abundantes han sido los estudios de diagndstico enzimatico de EAL. Hoffman, en
1994, resume los resultados obtenidos de la literatura internacional, en un estudio
que abarca varios paises europeos. Los porcentajes de diagndstico van de 1,7-9,2
%, siendo los mejores resultados los correspondientes a Amsterdam con 9,2%,
cifra cercana a la frecuencia de nuestro estudio que es de 8,2%. Posiblemente
Paises Bajos sea el pais mas organizado en cuanto al diagnéstico de las
enfermedades genéticas y en su relacion de diagnosticos de enfermedades
metabolicas hereditarias (Pampols y col, 1997). También en Portugal durante 19
afos obtuvieron un 7,5 % de diagnésticos de EAL (Pinto, 2004) y en Espafia en un
estudio de 10 afios, de 4 759 pacientes con sospecha clinica de padecer algun
tipo de EAL, se pudo diagnosticar un 10,4% (Pampols y col, 1997). La variacion en
el porciento de diagndstico entre los diferentes paises, no sélo obedece a razones
geograficas y étnicas, sino también a los medios diagndésticos existentes,
experiencia de facultativos y organizacién de los servicios de salud en general
(Hoffmann,1994). Sin embargo, en México, Zetina y col (1989) reportaron valores
mas elevados de positividad (26,9%) con respecto al total de sospechas de EAL,
lo cual no se asemeja a los resultados obtenidos en la literatura cientifica y pudiera
estar en relacion con un filtraje mayor de los casos con sospecha.

Por otra parte, en Ameérica, Chamoles (1999) informa que en un resumen de 29

afos de trabajo en Argentina, pudieron diagnosticar 1 388 pacientes con EIM, lo

65



cual corresponde con una frecuencia de positividad de 7,6%. En Brasil, Coelho y
col (1997) reportaron 647 casos positivos de EIM en 9 901 pacientes estudiados
durante 13 afios (6,5%). EI compendio de los resultados de 26 laboratorios de
América Latina (Giugliani y Coelho, 1997), arroj6 porcentajes de diagndsticos
positivos con respecto al total de sospechas de EIM que oscilaban entre 1 y 16%
(media: 4,9%).

Estos Ultimos trabajos, aunque no pueden compararse directamente con nuestros
resultados por corresponder a estudios en EIM en general, nos dan una idea de
que la frecuencia de diagndsticos positivos se encuentra en el rango de lo
obtenido por nosotros.

En Cuba se han realizado algunos estudios, como el reportado por Soto y Soto
(2007) en Villa Clara durante un periodo de 15 afios, los cuales estudiaron 920
nifilos con sospecha de EIM, con 31 casos positivos (3,4%). De éstos, 13 casos
correspondian a EAL, la mayoria de los cuales (10 pacientes) fueron de MPS,
aungue sélo 6 de ellos tuvieron confirmacién por actividad enzimatica. Este
colectivo también reporté 3 casos con esfingolipidosis (uno con Tay-Sachs y 2 con
Nienman-Pick A-B). Gutiérrez y col (2007) reportaron 3 pacientes con EAL, de un
total de 121 sospechas (2,4% de diagnosticos positivos): 2 casos con MPS |y un
caso con glucogenosis Il. En nuestra serie la frecuencia fue mayor (8,2%), lo cual
pudiera explicarse por los 20 afios del estudio y el niUmero mucho mayor de casos
sospechosos; por oto lado, en el trabajo de Gutiérrez y col no se hace referencia al
periodo de estudio y soélo analizaron 121 sospechas de EAL. En enfermedades tan
infrecuentes como las EAL la extension del periodo de estudio es importante para
definir la frecuencia de aparicion de casos positivos.

Existen varios estudios en nuestro pais donde se realizan reportes de casos de
EAL (Dyce, 1993; Menéndez, 1993; Menéndez 1995, Menéndez 1998, Llaurado,
1994; LLauradd, 2000; Soto y col, 1995; Soto y Soto, 2007; Monaga 2008, entre
otros). En este trabajo de tesis se abarca una casuistica mas amplia que incluye el
diagnostico de 19 EAL en un periodo de 20 afios, cuyos resultados fueron
parcialmente publicados (Anexo 11).

Dentro de esta serie de 19 EAL estudiadas en el INN, la esfingolipidosis resulto6 el
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grupo mas frecuente (32%), seguido por las MPS (28%) y las glucoproteinosis
(23%). También se presentan casos positivos de las enfermedades pertenecientes
a los grupos de defectos en el transporte de hidrolasas &cidas (8%) y
enfermedades del metabolismo del glucégeno (8%).

Chamoles (1999) reportd un 34% de MPS en Argentina en un periodo similar al
nuestro. Coelho y col (1997) en Brasil reportaron la mayor frecuencia para las
MPS y en segundo lugar las esfingolipidosis, al igual que Zetina y col (1989) en
México. De las MPS, la MPS | fue la de mayor nimero de casos reportados (26
pacientes), con una frecuencia de 17,1%; lo que coincide con estudios realizados
en Brasil gue encontraron una frecuencia de 22 % (Marques y col, 2007) y 23,5 %
(Schwartz y col, 2007) y con un resultado reportado en el 2005 en Argentina (25%)
(Dodelson y col, 2005). La MPS VI (dentro de todas las MPS) es la segunda en
namero de casos positivos encontrados en nuestros resultados, también es la
segunda en importancia en Colombia (Uribe y col, 2005) y en los dos estudios de
Brasil (Marques y col, 2007; Schwartz y col, 2007). Estos resultados fueron
reportados en trabajos previos de nuestro grupo (Menéndez y col 2003; Menéndez
y col 2006).

La MPS Ill o sindrome de Sanfilippo, la segunda en frecuencia de las
mucopolisacaridosis (MPS) a nivel mundial (Orphanet Report Series, 2010),
parece no ser tan frecuente en Colombia, en cambio el sindrome de Morquio uno
de los menos frecuentes (Orphanet Report Series, 2010), parece ser el mas
prevalente de las MPS en Colombia. (Barrera, 2009). En nuestro estudio se
encontr6 que ambas MPS resultaron las de menor numero de casos
diagnosticados.

La infrecuencia de MPS VIl reportada en América Latina (Azevedo y col, 2003;
Schwartz y col, 2003; Micheletti y col, 2007) e internacionalmente (Orphanet
Report Series, 2010), apoya los resultados de este estudio, que en 20 afios no
detectd ningun caso. Brasil reportd el primer diagndéstico bioquimico y genético de
MPS VIl en el 2003 (Azevedo y col, 2003).

Décadas de estudio han demostrado que las esfingolipidosis son una de las

enfermedades heredometabdlicas mas frecuentes (Pampols, 1997). En el estudio
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del Instituto de Bioquimica Clinica de Barcelona, reportaron 273 casos positivos de
esfingolipidosis dentro de un grupo de 571 casos con EAL (47,8%), destacandose
la enfermedad de Gaucher con 94 casos (16,5%), que resultd la mas frecuente.
Siguen en frecuencia la GM-1 gangliosidosis (5,9%), Tay Sachs (5,6%),
leucodistrofia metacromatica (5,1%), Sandhoff (3%), enfermedad de Fabry (2,6%)
y Niemann Pick (1,9%) (Pampols, 1997).

En nuestra serie las esfingolipidosis constituyen el grupo de EAL con un mayor
porciento de diagndstico (32%), aunque por debajo de lo reportado en Barcelona.
No obstante, a pesar de que la enfermedad de Gaucher result6 la esfingolipidosis
mas frecuente en este trabajo, no constituyé la EAL mas frecuente como se
reporta por Pampols (1997). La enfermedad de Gaucher correspondi6 al 9,2% de
todas las EAL, seguida por la GM-1 gangliosidosis (7,2%).

En Argentina hay dos grandes estudios (de mas de 20 afios), reportando
frecuencia de diagndstico de Gaucher tipo I. El primero en Buenos Aires con 148
casos positivos (25,9%) (Chamoles y col, 1999), el segundo en la provincia de
Coérdoba, diagnosticé 19 Gaucher, para una frecuencia de un 9,7%, cifra muy
cercana a la nuestra (Dodelson y col, 2005). En Brasil, en el laboratorio de
referencia de EIM en Porto Alegre se diagnosticaron 389 casos de Gaucher en un
periodo de 21 afios, con una frecuencia muy elevada de diagndstico (38,2%). Esto
se corresponde con la aplicacion de nuevas terapias de reemplazo enzimatico
emergentes que intensificdé la blUsqueda de este tipo de pacientes y un mayor
conocimiento y divulgacion de la enfermedad por pacientes y familiares (Michelin y
col, 2003). En la Universidad de Chile hay dos estudios de enfermedad de
Gaucher. En uno informan 4 casos de Gaucher tipo | (Valiente y col, 2007) y en el
otro solo 3 casos (Mabe y col, 2003). Estos autores atribuyen la baja frecuencia de
diagnéstico de esta patologia a las dificultades para acceder al estudio bioquimico
y a la falta de un registro nacional de EAL (Valiente y col, 2007).

Uno de los primeros estudios de GM-1 gangliosidosis en Cuba fue publicado por
nuestro grupo (Menéndez y col, 2007), donde se confirm6 el diagnéstico
enzimatico de 11 casos con GM-1 gangliosidosis. En Colombia, Uribe y col (2007)

obtuvieron una frecuencia de 7% de GM-1 gangliosidosis, similar a la nuestra; sin
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embargo Barrera (2009), no informa ningun caso de GM-1 gangliosidosis en un
estudio de 21 afios. En Brasil Coelho y col (1997), refiere la GM-1 gangliosidosis
como la EAL mas frecuente (15,2%) en un periodo de 13 afios. Esta elevada
frecuencia de GM-1 gangliosidosis, es en gran parte atribuible a la region de Porto
Alegre, con 58 casos diagnosticados (Herber y col, 2007).

El diagndstico de enfermedad de Sandhoff por deficiencia de hexosaminidasa A y
B es infrecuente en nuestro continente, excepto en Argentina. So6lo hay reportado
dos casos en Brasil y un caso en Chile (Coelho y col, 1997; Mabe y col, 2003). Sin
embargo en la Sierra de Cordoba en Argentina hay 72 casos diagnosticados, lo
que puede ser atribuible al alto grado de consanguinidad en esta comunidad
cerrada, donde los cruzamientos entre portadores facilita la expresion del gen
afectado (Dodelson y col,2005). En nuestra serie no se encontré ningun caso, sin
embargo en el estudio de Lépez-Saura (1979) se reportan 2 pacientes con esta
enfermedad, no comprendidos dentro del periodo de estudio del presente trabajo.
La enfermedad de Fabry no es de las mas frecuentemente reportadas en América
Latina; en Brasil existe el reporte de 11 casos (Micheletti y col, 2007). Nosotros
solamente hemos podido diagnosticar un caso. Sin embargo, Mohrenschlager y
col (2003), informan que la enfermedad de Fabry es la segunda en prevalencia
entre las enfermedades por almacenamiento de lipidos, aunque su frecuencia
tiende a ser subestimada por algunas personas afectadas con variantes
moderadas, que tienen pocas o ninguna manifestacion clinica (Germain y col,
2002;Mohrenschlager y col, 2003). Los heterocigoticos (portadores femeninos)
para la deficiencia de a-galactosidasa A presentan dafio renal, cardiaco o
neurologico, aunque en menor grado que los hombres homocigotos enfermos
(Pinto y col, 2010).

La enfermedad de Niemann-Pick se ha estudiado también en América Latina. En
México existe un reporte de 11 diagndsticos de esta enfermedad, pero sélo a 2
pacientes se les determiné actividad de esfingomielinasa (Larenas y col, 1995). En
Chile reportan la existencia de 13 casos con Niemann-Pick tipo B con confirmacion
enzimatica (Mabe y col, 2003), es interesante sefialar que no hubo ningun

diagnéstico del tipo A, cuya muerte es en edades tempranas. En un amplio estudio
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de 10 000 sujetos en riesgo de EIM realizado en Brasil, se diagnosticaron
enzimaticamente 22 pacientes, aunque de éstos solo tenian deficiencia de
esfingomielinasa (tipos A y B) 17 pacientes, con una frecuencia de un 4,3%
(Coelho y col, 1997), lo cual es comparable con nuestros resultados: 5 casos
diagnosticados, para una frecuencia de un 3,3%. Debemos sefialar, como dato de
interés, que dos de las pacientes eran hermanas (Menéndez vy col, 1991).

Existe un amplio espectro clinico en esta enfermedad, desde una forma
neuronopéatica de muerte temprana (tipo A), hasta la forma no neuropética
compatible con la adultez (tipo B) (Schuchman, 2009). Consideramos que nuestra
casuistica se encuentra subestimada porque hay 4 pacientes con caracteristicas
clinicas y aumento de los niveles de colesterol sérico, pero con actividad normal
de esfingomielinasa que no estan incluidos como diagndsticos en este trabajo. Al
parecer se trata de otra variante clinica (tipo C), de la cual PAmpols reporta en su
serie como la forma mas frecuente de las tres variantes con 22 pacientes
(Pampols y col, 1997). No obstante, para este diagndstico no disponiamos de la
metodologia, por lo que los 4 pacientes que debutaron con el cuadro clinico antes
del primer afio de vida, (uno de ellos fallecido antes de los 2 afios de edad),
podrian ser compatibles con esta forma de Niemann Pick (Garver y col, 2010).

La deficiencia de hexosaminidasa A (Tay-Sachs) y de aril sulfatasa A (LDMC) fue
detectada en 9 pacientes para cada una de estas enzimas, las cuales siguieron en
frecuencia a la GM-1 gangliosidosis y Gaucher. En Brasil existe el reporte de 8
pacientes con Tay-Sachs, provenientes de 5 familias (Rozenberg y col, 2006).
Brasil fue durante 200 afios colonia de Portugal, pais en el que hay descritas
mutaciones frecuentes de hexosaminidasa A (Rozenberg y col, 2006). Ademas
tiene una de las poblaciones mas abundantes de judios ashkenazi (lugar octavo),
con mas de 90 000 individuos, y se sabe que esta poblacion (judios descendientes
de Europa central y del Este) tiene 100 veces mas casos de Tay-Sachs que la
poblacién general (incidencia: 1/ 3 500) (Rozenberg y col, 2001). A pesar de todo
esto hay pocos reportes de pacientes con Tay-Sachs en Brasil (s6lo 8 casos), lo
que puede ser atribuible a que aunque hubiera una alta frecuencia de portadores

asintomaticos en la poblacion, no existe un alto grado de consanguinidad. De los 9
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pacientes con enfermedad de Tay-Sachs en nuestra casuistica, solo en un caso
se evidencié consanguinidad y no se registraron antecedentes judios. Es
interesante destacar que uno de los pacientes era de raza negra.

La LDMC en esta serie constituyd el 5,9 % de todas las EAL, una frecuencia
similar a la reportada por Pampols (1997) en Barcelona (5,1%) y Barrera (2009) en
Colombia (5,5%). La LDMC es una de las enfermedades heredometabdlicas mas
frecuentes en Brasil, correspondiendo a un 8,2 % de los diagnésticos de EAL
(Coelho y col, 1997).

La casuistica de fucosidosis y a-manosidosis en nuestro pais es sui generis si se
compara con el resto del mundo. En América Latina solo existe el reporte de 3
pacientes con fucosidosis por la Universidad Federal de Sao Pablo (Martins y col,
1999). Sin embargo el estudio patrocinado por el Laboratorio de referencia de
Porto Alegre, que desde el afio 1982 cuantifica la actividad de a-manosidasa y a-
L-fucosidasa en leucocitos y fibroblastos, no tiene reportado ninglin caso positivo
(Coelho y col, 1997). Con el niumero de casos diagnosticados confirmamos una
frecuencia de alrededor del 10% de ambas enfermedades con respecto al total de
EAL.

Los datos estadisticos de la fucosidosis se justifican a partir de que esta
enfermedad se encuentra mas localizada en determinadas zonas geograficas
como es la region oriental, especificamente en la provincia de Holguin. En el |l
Congreso Latinoamericano de EIM se inform6 una frecuencia de 1,4/100 000
habitantes en dicha zona. (LLauradd y col, 1999) Esta tasa de frecuencia es una
de las mas altas reportadas a nivel mundial y se justifica por la hipétesis del gen
fundador, y el alto grado de endogamia existente en esta regién (Tamayo, 1999).
En la region oriental del pais, Lantigua y col (2008) en un estudio de pesquisaje
en una poblacién de retrasados mentales a nivel nacional, encontraron que
Holguin poseia uno de los mayores porcentajes de consanguinidad (10,3 %),
superada solamente por Las Tunas (12,4 %). La mutacion Q422X se ha
encontrado en 6 familias de diferentes regiones (ltalia, Francia, Cuba, Canada y
Escocia). El diferente origen étnico de estas familias no permite confirmar la

existencia de un ancestro comun para este gen (Willems, 1999). Llauradd y col
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(1994) demostraron la presencia de un alto grado de consanguinidad entre las
familias de los pacientes con fucosidosis en Holguin.

Dentro de las enfermedades del metabolismo del glucégeno, se logré el
diagnostico de 12 casos (7,9%) con glucogenosis Il o enfermedad de Pompe .
Otros reportes en Iberoamerica sefialan 7 casos en Espafa (1,2%) en un periodo
similar (Pampols y col, 1997), 5 casos en Colombia (2%) (Barreras, 2009), 7 casos
en Brasil (1,8%) (Coelho y col, 1997). Sin que se especifique el porcentaje con
respecto al total de EAL, en Argentina Palmer y col (2007) investigaron 14
pacientes y 3 casos fueron reportados en Republica Dominicana (Pérez y col,
2005).

El diagndstico de las mucolipidosis se realiza por el aumento de la actividad de las
enzimas lisosomales en suero en mayor o menor grado, disminucion en cultivo de
fibroblastos y normal o disminuidas en leucocitos. La tipo Il (polidistrofia
pseudohurleriana) es muy semejante a la tipo Il desde el punto de vista
bioquimico, pero se diferencia en que el comienzo es mas tardio y tiene un
prondstico relativamente bueno por la supervivencia hasta la adultez. Los 4 casos
de mucolipidosis Il reportados en nuestro trabajo son hermanos con edades entre
25-30 afios (Menéndez y col, 1995); también en 2 de los 8 casos de mucolipidosis
Il existen lazos consanguineos. En Rio Grande del Sur, en Brasil se
diagnosticaron 16 pacientes con ML de un total de 30 000 sospechas de EIM,;
siendo la més frecuente la tipo Il (resultado similar al nuestro) (Schwartz y col,
2007). Estos autores también refieren la presencia de consanguinidad parental en
sus diagndsticos (1/13).

No hemos encontrado reportes de enfermedad de Wolman en América Latina,;
esta es una enfermedad infrecuente y la mortalidad sobreviene en los primeros 3-6
meses de vida. Tampoco existen reportes en la region para la enfermedad por
acumulo de ésteres de colesterol, que es una mutacion alélica de la anterior. Esta
€s un poco mas benigna, los pacientes sobreviven hasta la edad adulta. Nosotros
reportamos un paciente de 16 afios con actividad enzimatica disminuida de lipasa

acida.
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5.1.2 Comportamiento de las actividades de las enzimas lisosomales en los
grupos estudiados.

En general, el diagndstico de algunas enfermedades a menudo resulta dificil. Esto
se cumple, sobre todo, para las enfermedades denominadas raras por su baja
frecuencia de aparicion en la poblacion. En el caso de las EAL, en que la
determinacion de la actividad enzimatica, para demostrar la deficiencia en la
funcion de una proteina especifica, es un elemento primordial para la confirmacion
del diagnéstico, se hace necesario un margen de seguridad para el manejo de
este resultado.

Casi todas las enfermedades de almacenamiento lisosomal muestran un amplio
espectro clinico con respecto a la severidad de los sintomas, progresion y edad de
comienzo. Esto puede ser explicado en parte por la actividad enzimética residual
asociada con los alelos presentes en los pacientes, pero también con otros
factores genéticos y epigenéticos desconocidos que influyen en el fenotipo a
desarrollar. Pacientes con cantidades apreciables de actividad enzimatica residual
pueden presentar formas atenuadas de la enfermedad (Gieselmann, 2005).

En nuestro trabajo encontramos actividades especificas muy disminuidas en los
pacientes con respecto a los controles, y en un grupo de enzimas también con
respecto a los progenitores (a-1,4-glucosidasa, a-L-iduronidasa, arilsulfatasa B y
B-galactosidasa). En otras situaciones la actividad especifica de las enzimas (a-L-
iduronidasa, arilsulfatasa B, a-manosidosa, a-L-fucosidasa, [B-galactosidasa,
hexosaminidasa A vy aril sulfatasa A) muestran diferencias también entre padres-
controles. No obstante, existe un cierto grado de sobrelapamiento de la actividad
entre pacientes-padres y padres-controles que en ocasiones puede conllevar a
dudas para el diagnéstico definitivo y para la deteccién de portadores (Hopwood y
Morris 1990; Chabas y col, 1995). El sobrelapamiento entre padres y controles
puede estar en relacion con la amplia variabilidad en el rango de valores normales
reportado para estas enzimas en la literatura (de Gasperi y col, 2000; Li y col,
2004). La variabilidad de la actividad residual, detectada en algunos pacientes, se
pudiera explicar por la alta frecuencia de polimorfismos (Hopwood y Morris, 1990;

Meikle y col, 2004; Civallero y col, 2006) y la condicion de heterocigéticos
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obligados de los padres que pueden dar lugar también al sobrelapamiento de las
cifras de actividad especifica entre ambos grupos y presentan generalmente
actividades porcentuales alrededor de un 50% (Inui y Wenger, 1984; Pampols y
col, 1997; Menéndez y col, 2003). La actividad porcentual en los padres se movi6
en este entorno, (48 - 68%). Los hermanos y otros familiares sanos de un nifio
enfermo pueden ser heterocigoticos (portadores), lo cual debe considerarse en el
futuro cuando decidan tener descendencia.

El rango de valores normales de enzimas lisosomales publicado en la literatura es
muy variable, con cifras de actividad especifica altas, como es de esperar en
sujetos aparentemente sanos, hasta valores bajos que incluso se acercan a los
reportados en pacientes (Wenger y Louie, 1991;Krasnopolskaya y col, 1993;).
Nuestro estudio no esta exento de esto, encontramos sujetos aparentemente
sanos con cifras de actividad especifica baja, que no llegan a solaparse con los
valores de los pacientes, pero si pueden, en algunos casos, ser muy semejante a
la actividad especifica de los padres portadores. Esta amplia variabilidad en la
actividad especifica en los sujetos sanos puede ser explicada por diversos
motivos. Primero los referentes a la metodologia del diagndstico enzimatico, como
son: el método de aislamiento de células, la extraccién, almacenamiento y
conservacion de las enzimas. En segundo lugar las caracteristicas genotipicas de
la poblacion a estudiar donde se debe de considerar si existe una alta prevalencia
de la enfermedad, su expresividad fenotipica y existencia de pseudodeficientes.
Se han reportado familias con algun miembro que al ser estudiado ha presentado
pseudodeficiencia de la enzima analizada, lo que ha sido mas evidente en la
leucodistrofia metacromética y en la fucosidosis (Gort, 2000).

En nuestros datos encontramos variacion de la actividad especifica dentro del
grupo de pacientes y, a su vez, al comparar este mismo grupo con el de otros
estudios reportados (Krasnopolskaya y col, 1993, Ruijter y col, 2005). En algunos
casos (a-L-iduronidasa, [(-galactosidasa y a-1-4-glucosidasa) la actividad
especifica mostr6 valores inferiores a los reportados por otros autores
(Krasnopolskaya y col, 1993; Ruijter y col, 2005). En otros (n-acetil-a-

glucosaminidasa, arilsulfatasa B, a-L-fucosidasa, esfingomielinasa vy
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hexosaminidasa A) los valores estuvieron por encima de lo reportado (Inui y
Wenger, 1984; Krasnopolskaya y col, 1993). En el caso de la a-manosidasa, -
glucosidasa Yy arilsulfatasa A estan en el rango de reportes previos (Wenger y col,
1991; Krasnopolskaya y col, 1993). Los valores mas elevados pudieran estar en
relacion con una actividad especifica residual, lo que es compatible con formas
atenuadas de estas enfermedades que fueron diagnosticadas clinicamente.

En general una de las EAL con mayor nimero de casos diagnosticados fueron las
glucoproteinosis. Las enzimas a-manosidasa y a-L-fucosidasa tuvieron un amplio
rango de valores de actividad especifica residual, en concordancia con la
diversidad fenotipica de estas enfermedades. Hay que considerar la elevada
frecuencia de fucosidosis en Cuba y en especifico en el oriente del pais (Llaurado
2000) con respecto al resto del mundo, lo cual puede influir en la variabilidad
genética de esta afeccidén, que conlleva diferencias en la expresividad de la
actividad de esta enzima.

La decision de considerar el resultado de la actividad enzimatica porcentual como
baja en un individuo determinado es un tema controversial, aunque en general se
aceptan valores patoldgicos por debajo del 30% de actividad enzimatica residual, y
se consideran sospechosos los que estan por debajo del 50% (Willems y col,
1999). En nuestra serie, el porcentaje de actividad en los pacientes con respecto
al control se mantuvo por debajo de un 30% de la actividad normal, lo cual indica
que estan bien diferenciados respecto a los sujetos sanos. No obstante, siempre el
diagnéstico definitivo se establece por el meédico, teniendo en cuenta los
resultados de laboratorio y el cuadro clinico del paciente.

Las diferencias encontradas con algunos reportes de actividad porcentual en la
literatura estan en relacion con dos aspectos fundamentales: 1) pueden existir
diferencias en el fenotipo de pacientes que se encuentran dentro de un mismo
genotipo, incluyendo hermanos y gemelos monocigoticos (Amato y col, 2004,
Lachmann y col, 2004), en lo cual puede influir adicionalmente la procedencia
geografica de las familias y factores medio-ambientales y 2) la variabilidad de las
técnicas empleadas para las determinaciones de las actividades enzimaticas.

Con respecto a este Ultimo punto, hay que tener en cuenta que durante muchos
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afos ha sido una preocupacion la calidad en los resultados de la determinacion
de actividad especifica de las enzimas lisosomales. No obstante, no se contaba
con un control de calidad externo. Entre las limitantes existentes estaba la
estabilidad de las enzimas en homogenados de leucocitos liofilizados (Ruijter y
col, 2005). En un estudio piloto en el cual participaron cuatro centros de Paises
Bajos que analizaron seis enzimas lisosomales, se reportd que la varianza
interlaboratorio fue enorme. Después de reducida la varianza causada por las
diferencias metodoldgicas, encontraron que se hallaba entre 13-38% en
dependencia de la enzima determinada (Ruijter y col, 2005).

Los coeficientes de variacién (CV) intra e interensayo de cada una de las técnicas
empleadas en este estudio para la determinacion de la actividad especifica
estuvieron entre 3,4-10,2 % y 8,7-15,3 %, respectivamente. Esta dispersion es
similar a la reportada por otros autores, cuyo CV intraensayo oscildé entre 2-9%,
mientras que el interensayo fue de 9-20% (Ruijter y col, 2005). La limitada
reproducibilidad en algunas técnicas enzimaticas que emplean sustratos
hidrofébicos (B-glucosidasa y esfingomielinasa) posiblemente se deba a la
preparacion de la mezcla sustrato-detergente (Ruijter y col, 2005). Otra fuente de
varianza es la limitante de los métodos espectrofotométricos y fluorimétricos, que
son inespecificos comparados con otras técnicas. Ademas, se ha reportado que la
incorporacion de un cromoéforo o fluor6foro en el sustrato puede provocar
resultados falsos negativos (Hazer y col, 2003), ya que formas mutadas de las
enzimas pueden mostrar actividad normal con sustratos artificiales y baja actividad
frente a sus sustratos naturales, lo cual fue demostrado en una mutacion del gen
qgue codifica para la esfingomielinasa (Winchester, 2001; Yijun C y col, 2004). No
obstante, esto no ocurre con frecuencia y la mayoria de los estudios de actividad
enzimatica emplean sustratos artificiales.

El comportamiento con respecto al rango de distribucion de la edad de diagndstico
en nuestro estudio mostré que en el 75% de las EAL diagnosticadas la mediana
de la edad estaba por debajo de los 4 afios, aunque en algunas de ellas el rango
de edades fue bastante amplio lo cual indica una considerable variacion en el

espectro clinico. Otros autores reportan resultados similares (Dionisi-Vici y col,
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2002; Pinto y col, 2004). Esto depende, no soélo de las caracteristicas propias de la
enfermedad (debut y formas clinicas), sino también de las facilidades para acceder
al diagnéstico, al programa de pesquisaje empleado y a los intereses del pais
donde se realice el estudio. En algunas enfermedades, nuestra distribucion etaria
coincide con reportes previos (Castro y col, 2007, Dragoski y col, 2007). Todas
estas EAL presentan un curso progresivo y una amplia variabilidad clinica, por lo
qgue el déficit enzimatico podria asociarse a la edad de presentacién, la gravedad
clinica o el grado de afectacién neuroldgica (Beck, 1999).

En la mayoria de las enfermedades estudiadas, la actividad especifica residual no
se correlaciond con la edad de los pacientes, ni tampoco hubo diferencia de la
actividad entre las formas clinicas, excepto para la fucosidosis. Los pacientes con
fucosidosis manifestaron una correlacion positiva entre actividad enzimética y
edad; y a su vez, mostraron diferencias entre los fenotipos clinicos. Esto pudiera
estar en parte relacionado con la actividad especifica residual asociada con los
alelos presentes en los pacientes, los cuales en las formas mas leves pudieran
exhibir mayor actividad enzimética y en la forma infantil mas severa niveles mas
bajos de actividad (Gieselmann, 2005).

La descripcion de las enfermedades estudiadas segun el sexo sefiala que estas
EAL, excepto la enfermedad de Fabry no estan ligadas al sexo, por lo tanto su
distribucion es aleatoria. En este trabajo observamos una relacién entre sexos
similar a la reportada por Dionisi-Vici y col (2002). No obstante llama la atencion
que todos los pacientes diagnosticados con glucogenosis son del sexo masculino,
a pesar de que esta bien establecido que es una enfermedad autosémica

recesiva, por lo cual pensamos que es resultado del azar.

5.2 Diagnéstico prenatal.

La importancia del diagnéstico prenatal en cada nuevo embarazo de padres
heterocigoticos, es la deteccion de fetos afectados, para lo cual existe un 25% de
probabilidad.

El diagndstico prenatal enzimatico no es una técnica infalible, aunque si es

econdmica. Los niveles de actividad especifica en amniocitos cultivados pueden
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solaparse con los valores de los heterocigoticos (50%), dificultandose la
confirmacion de la enfermedad. Esta fuente de variabilidad se considera una
desventaja importante para los métodos enzimaticos, lo que ha sido reportado por
algunos autores (Llauradé y col, 2000; Menéndez y col, 2008).

La posibilidad de utilizar otras técnicas mas avanzadas, como las de Biologia
Molecular para el diagnéstico prenatal de enfermedades lisosomales no desecha
la utilidad de las determinaciones enzimaticas. En situaciones donde las Unicas
técnicas disponibles para el diagnéstico prenatal son las enziméticas, los
resultados nos ofrecen un mayor grado de seguridad cuando la actividad
porcentual esta por encima del 50%, para definir que es un feto no afectado para
la enfermedad en cuestion. En nuestra casuistica sucedio en el 91,7% de los
diagnosticos realizados, o sea en 11 de 12 muestras analizadas. A la muestra con
sospecha enzimatica de fucosidosis (27% de actividad con respecto al control) se
le realizé estudio molecular, el cual demostré que el feto era heterocigético para la
mutacion Q422X de la fucosidosis (Llauradd y col, 2000). Los 12 embarazos
llegaron a término y en la actualidad son nifios normales.

Las técnicas enziméticas permiten que el empleo de la Biologia Molecular, mas
costosa y menos accesible, sea sdlo para la confirmacion en un minimo de casos.
Los estudios moleculares (PCR) de rutina no siempre corroboran la posibilidad de
ser enfermos o portadores de la enfermedad. En ocasiones la alteracion
enzimatica puede deberse a modificaciones postraduccionales, y por tanto los
niveles de ARNm pueden ser normales, mientras que la actividad enzimatica
puede ser muy baja o nula (Patel y col, 1999; Lin y col, 2007).

Teniendo en cuenta lo expuesto, concordamos con otros autores en que los
estudios moleculares (PCR) y los enziméaticos deben complementarse
mutuamente (Lin y col, 2007).

Por todo lo anteriormente sefialado, pudiera cuestionarse desde el punto de vista
ético la pertinencia de realizar diagnostico prenatal de EAL cuando sélo se tenga
acceso a las técnicas enzimaticas. No obstante, existe un alto porcentaje de
probabilidades de que el diagnostico prenatal sea negativo (75%), lo cual es una

informacion importante que le brinda seguridad a la pareja; por otro lado, la
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incertidumbre ante un diagnostico dudoso o positivo, les da un margen para tomar
una decision. Aunque lo ideal seria disponer tanto de técnicas enzimaticas como
de Biologia Molecular, consideramos que es una opcion que se les debe dar a los
padres, con todos los pros y los contras, para que ellos sean los que tomen la

decision.

5.3 Epidemiologia de las enfermedades lisosomales en Cuba.

Uno de los problemas principales asociados con la obtencion de datos
epidemioldgicos precisos para estas enfermedades infrecuentes, es la existencia
de numerosos centros de diagnosticos en los distintos paises, asi como el empleo
de diferentes métodos para el célculo de la incidencia y prevalencia. Otra dificultad
es el amplio espectro de severidad y heterogeneidad clinica de las EAL, asi como
su variabilidad en la edad de presentacién, lo cual constituye una de las
dificultades principales en la obtenciéon de datos epidemioldgicos precisos. La
subestimacion de éstos datos, por la pérdida o confusiones en el diagndstico,
resulta en una disminucion en el impacto de las EAL en la comunidad asi como en
la efectividad de las politicas de tratamientos de estas enfermedades (Meikle y col,
1999).

Existen dos métodos para estimar la incidencia de estas enfermedades raras. Uno
es considerar que el total de nacidos vivos se corresponde con el periodo de
diagnostico, y se asume que los pacientes de diagndéstico tardio (nacidos antes del
periodo de estudio) son representativos de los pacientes de debut tardio nacidos
dentro del periodo de estudio y que no han tenido presentacion clinica todavia
(Meikle y col, 1999). El otro método para calcular la prevalencia/incidencia al nacer
se basa en la edad del paciente, asumiendo que todos los pacientes nacidos antes
del dltimo que entré al subgrupo fueron identificados (Poorthuis y col, 1999 y Pinto
y col, 2004). Existen limitaciones para ambos métodos por el diagndstico
incompleto de pacientes de debut tardio lo que conlleva a una subestimacion en la
incidencia y prevalencia (Fuller y col, 2006).

Nuestra metodologia para el calculo de la incidencia de las EAL fue la misma

empleada por otros autores (Meikle y col, 1999; Applegarth y col, 2000; Sanderson
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y col, 2006; Moammar y col, 2010); o sea, a partir de un diagndstico retrospectivo
y considerando los nacidos vivos que corresponden al periodo de estudio. Al ser
nuestro laboratorio Gnico en el pais para el diagnostico postnatal de EAL durante
el periodo 1990-2005, se facilité considerablemente la recoleccion de las muestras
asi como el nivel de confianza en los diagnosticos y en los datos epidemiologicos

referidos en este estudio.

5.3.1 Incidencia de las EAL.

Al analizar los resultados de los estudios epidemioldgicos publicados nos
enfrentamos a una serie de dificultades para su comparaciéon como son: bajo nivel
de uniformidad entre los estudios, poca documentacion de los métodos utilizados,
confusion entre incidencia y prevalencia, variacion en el numero de EAL
estudiadas, entre otras. No obstante, en general los valores de prevalencia e
incidencia estan cercanos (Meikle y col, 1999), por lo que algunos autores (Meikle
y col, 1999; Pinto y col, 2004) los comparan indistintamente y nos pueden servir
también de orientacion. Por otro lado, es posible que exista sobreestimacién o
subestimacién de los diagnésticos en algunos estudios.

La incidencia/prevalencia combinada de las EAL reportada en la literatura
cientifica oscila entre 7,6/100 000 para la Columbia BritAnica en Canada
(Applegarth y col, 2000) y 25/100 000 para Portugal (Pinto y col, 2004).

La incidencia de EAL encontrada por nosotros fue de 5,6/100 000,
aproximadamente la mitad de la reportada en paises europeos y Australia
(Poorthuis y col, 1999; Meikle y col, 1999; Applegarth y col, 2000; Dionisi-Vici y
col, 2002; Sanderson y col, 2006; Stromme y col, 2007; Moammar y col, 2010;
Poupétova y col, 2010). Por otro lado las cifras estimadas en EE.UU se
encuentran entre 12,5 y 20/100 000 (Edelmann y col, 2007). La incidencia
reportada para la Columbia Britanica en Canada fue la mas baja y mas cercana a
la nuestra.

Uno de los estudios mas completos de incidencia y prevalencia de EAL es el
realizado en Australia durante un periodo de 16 afos (1980-1996) en 27

enfermedades diferentes, reportandose una incidencia combinada de 11,1/100
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000 y una prevalencia de 13/100 000 (Meikle y col, 1999).

Otro importante estudio fue el realizado en los Paises Bajos en el periodo 1970-
1996, con 963 casos diagnosticados, reportando una prevalencia al nacer para
todas las EAL de 14/100 000, siendo las mas frecuentes la glucogenosis tipo Il y la
enfermedad de Gaucher y la menos frecuente la enfermedad de Fabry (Poorthuis
y col, 1999).

Se han reportado otros estudios que evaluan la incidencia combinada de las EAL
entre los que destaca uno realizado en Italia que reporta 12,1/100 000, donde la
enfermedad de Gaucher representa el 21% del total de casos (Dionisi-Vici y col,
2002). Por su parte un estudio reciente en Portugal (29 EAL) da una prevalencia
combinada de todas las EAL de 25/100 000, donde Gaucher es el 5% del total de
EAL reportadas (Pinto y col, 2004).

En la Republica Checa diagnosticaron entre 1975 y 2008, 478 pacientes (para 34
EAL), lo cual arrojé una prevalencia de 12,2/100 000, siendo la EAL mas frecuente
la enfermedad de Gaucher (Poupétova y col, 2010), mientras que un estudio
epidemiolégico de encefalopatia progresiva realizado en Noruega entre 1985 y
2004, se report6 una incidencia de EAL de 17/100 000 (Stromme y col, 2007).

Por otro lado, Arabia Saudita reporta una incidencia muy alta (44/100 000) en la
provincia saudita de Aramco, donde refieren un indice de endogamia de 4,8-30
veces superior a los reportados en Canada y Estados Unidos, siendo la
enfermedad con mayor prevalentencia la MPS VI (Moammar y col, 2010).

La menor incidencia combinada de EAL en nuestro trabajo, puede atribuirse a las
caracteristicas especificas de los métodos empleados para los célculos
epidemiolégicos, al namero inferior de EAL estudiadas; pero sobre todo, a las
caracteristicas propias de las poblaciones en estudio, el grado de endogamia y la
expresividad fenotipica de las enfermedades.

Con respecto a las caracteristicas propias de las poblaciones no se puede dejar
de hacer un analisis comparativo con la epidemiologia de la fenilcetonuria, ya que
es una de las enfermedades heredometabdlicas con pesquisaje neonatal a nivel
nacional, existiendo una seguridad considerable de que la pérdida de diagndsticos

es minima. A pesar de esto, la incidencia de fenilcetonuria en Cuba (1/45-50 000)
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(Heredero y col, 1986, Damiani, 1993) también se encuentra por debajo de la
reportada en los paises de Europa del Norte (1/10 000) (Cooke, 1970), EEUU
(1/15 000), Canada (1/20 000) y México (1/25 000). La fenilcetonuria también es
una enfermedad que predomina en poblaciones caucésicas, con una mayor
incidencia en Europa del Norte (Schaffer, 1981; Nelson, 1988). Por lo tanto, las
caracteristicas distintivas de la composicion poblacional de nuestro pais, deben
ser consideradas como el factor que posiblemente influya mas en la menor
incidencia de fenilcetonuria y algunas EAL.

En el analisis que se hace a continuaciéon nos referiremos a las diferencias o
semejanzas de nuestros resultados en las enfermedades individuales, que
pudieran contribuir a una mejor comprension de las causas que pudieran explicar

esta discordancia, con una evaluacién general de las mismas.

5.3.2 Epidemiologia de las Mucopolisacaridosis.

Adicionalmente a las dificultades para reportar con precision datos
epidemiolégicos de las EAL, en las MPS se suma la gran variabilidad en las
manifestaciones clinicas que presentan algunos tipos, lo que conlleva a una
subestimacion en la frecuencia de éstas (Nelson , 1997).

En nuestro estudio se diagnosticaron 37 pacientes con MPS, para una incidencia
de 1,56/100 000, cifra inferior a la encontrada en la mayoria de los paises
industrializados que oscila entre 3,0—4,5/100 000: EE.UU 4/100 000 (Edelmann y
col, 2007); Portugal 4,8/100 000 (Pinto y col); Australia 3,8/100 000 (Meikle y col,
1999); Republica Checa: 3,72/100 000 (Poupétova y col, 2010), Alemania 3,5/100
000 (Baehner vy col, 2005), Noruega 3,08/100 000 (Malm vy col, 2008); en Italia 'y
Canada algo menor (2,4/100 000 y 1.9/200 000) (Dionisi-Vici y col, 2002 vy
Applegarth y col, 2000). Sin embargo en Suecia y Dinamarca, la incidencia fue
similar a la nuestra (1,75 y 1,77/100 000 respectivamente) (Malm y col, 2008).

La MPS | fue la EAL mas frecuentemente diagnosticada durante el periodo
estudiado y la mas frecuente de las MPS (24 casos diagnosticados), con una
incidencia de 1,01/100 000, lo cual esta dentro del rango reportado en la literatura

por otros paises (tabla 10). El reporte mas alto de prevalencia de MPS | (Hurler,
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Hurler/Scheie y Scheie) fue encontrado en Irlanda del Norte (1,6/100 000)
(Nelson,1997); mientras que otros paises reportan valores que van desde 0.58 en
la Columbia Britanica (Applegarth y col, 2000) hasta 1.33 en el norte de Portugal
(Pinto y col, 2004). Reino Unido reportd durante el periodo 1981-2003 una
incidencia de 1,07/100 000 (Moore y col, 2008). Entre los paises que ofrecen
datos epidemioldgicos, la MPS | fue la EAL mas frecuente en Suecia, Dinamarca y
Noruega (Malm y col, 2008), mientras que en Australia ocup6 el segundo lugar
(Meikle y col, 1999).

Aunque en nuestro estudio no se analiza la MPS Il o enfermedad de Hunter, es
importante decir que su prevalencia mundial es de 0,6-0,8/100 000, y es similar
entre todas las poblaciones estudiadas debido a su forma de transmision unida al
cromosoma X (Baehner y col, 2005). S6lo un estudio reportado en Israel en los
judios ashkenazi reporta una prevalencia no explicada de 3/100 000 nv varones
(1,5/100 000 nv totales) (Schaap y Bach, 1980).

En la mayoria de las poblaciones estudiadas la MPS Ill o enfermedad de
Sanfilippo representa la de mayor prevalencia, con reportes que oscilan desde
0,36 a 1,89/100 000 (Nelson, 1997; Meikle y col, 1999; Poorthuis y col, 1999;
Applegarth y col, 2000). El tipo A es mas frecuente en Europa del Norte, mientras
que en Brasil y en el sureste de Europa el tipo B es mas frecuente (Michelakakis y
col, 1995; Coelho y col, 1997; Emre y col, 2002). En los Paises Bajos la MPS IlIA
fue una de las méas frecuentes de todas las MPS con 1,16/100 000, y en su
conjunto todos los tipos de MPS IIl (1,89/100 000) superan a la prevalencia
encontrada para la MPS | (1,19/100 000) (Poorthuis y col, 1999).

En nuestro estudio no se pudo diagnosticar la MPS IlIA y solo encontramos 2
casos con MPS llIB, para una incidencia de 0,08/100 000, similar a la de la
Republica Checa (0,02/100 000) (Poupétova y col, 2010), y a la reportada por
Nelson en un periodo de 27 afios en Irlanda del Norte (0,12/100 000) (Nelson,
1997). Estudios en Australia, Paises Bajos, Alemania y Portugal arrojan cifras
superiores para la MPS 11IB, entre 0.37 — 0.72 (tabla 10).

La baja incidencia de la MPS IIIB se ha asociado a los pobres rasgos somaticos

de esta enfermedad en los primeros afios de sus manifestaciones clinicas, lo cual
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puede conducir a una subestimacion por parte de los especialistas. No incluimos
en el total de casos diagnosticados un paciente con caracteristicas clinicas de la
enfermedad y estudios positivos en orina, pero que no pudimos corroborar con el
diagndstico enzimético porque fallecio.

La MPS 1V, enfermedad de Morquio tipo B o deficiencia de B-galactosidasa es
extremadamente rara y no hay reportes de una prevalencia a nivel mundial.
Australia, Alemania, Irlanda, Paises Bajos, Portugal, R. Checa reportan
incidencias que oscilan entre 0-0,02/100 000, al igual que en nuestro pais, que con
un solo diagndstico, la prevalencia es muy baja: 0,04/100 000 (tabla 10). En la
literatura cientifica la prevalencia del Morquio A oscila entre 0,22 y 0,71 (tabla 10),
con un maximo de 1,3 en Irlanda del Norte (Nelson, 1999). En nuestro continente,
Colombia reporta el Morquio A como la de mayor prevalencia de las MPS (Barrera,
2009), no obstante, nosotros no pudimos realizar este diagndstico.

La prevalencia de MPS VI en nuestro pais fue de 0,42/100 000 a partir del
diagnéstico de 10 casos en este periodo, similar a lo reportado a nivel mundial que
oscila entre 0,15-0,48/100 000 (tabla 10). Hay reportes de alta incidencia en Brasil
(Coelho y col, 1997) y en la poblacién de origen turco en Alemania debido al alto
grado de consanguinidad en este grupo étnico (Baehnery col, 2005).

La MPS VIl es una enfermedad con una alta variabilidad clinica, lo que contribuye
a su subestimacién. En nuestro estudio no encontramos ningan caso, a pesar de
contar con los recursos para poder realizar el diagndstico enzimatico. A nivel
mundial se reporta una prevalencia muy baja (0-0,29/100 000) (tabla 10). Pampols
y col (1997) en Espafia informaron 5 pacientes con MPS VI, lo cual se pudiera
considerar una cifra elevada, aunque no disponen de datos epidemiolégicos.

Las MPS tipo llIC, IID y IX no pudieron ser diagnosticadas en este estudio, pero
son extremadamente raras (Malinowska y col, 2008). En el caso de la MPS IX
solamente habia un caso descrito (Neufeld y col, 2001), hasta que muy
recientemente Imundo y col (2011) reportaron el diagnéstico de 3 hermanos, hijos
de una familia consanguinea.

La frecuencia de portadores de las MPS en nuestro grupo fue semejante a otros

reportes (Meikle y col, 1999; Poupétova y col, 2010). Los numeros de portadores
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de MPS | en la Rep. Checa y Australia (1/186 y 1/148 respectivamente) son
similares a la nuestra (1/156) y coincide en que es una de las mas frecuentes.
También es parecido el comportamiento de las MPS 1lIB y IVB a la de Republica
Checa, por ser menos frecuentes (Poupétova y col, 2010).

La obtencion en el presente trabajo de una incidencia combinada de MPS por
debajo de lo reportado en la literatura pudiera explicarse por la imposibilidad de
realizar el diagnéstico de MPS I, Il A y IVA. Si hicieramos una estimacion
teniendo en cuenta la incidencia media reportada para estas 3 enfermedades en el
mundo, nuestra incidencia combinada de MPS podria llegar a 3,1/100 000, lo cual

ya entra en el rango de lo reportado para este grupo de EAL.

5.3.3 Epidemiologia de las lipidosis.

Durante el periodo estudiado por nosotros (1990-2005) se reportaron 42 casos
con lipidosis para una incidencia combinada de 1,76/100 000, constituyendo el
grupo de EAL de mayor incidencia, seguido cercanamente por las MPS. Al
comparar con datos de otros autores (3,4-12,6/100 000) (tabla 11), encontramos
que la incidencia de lipidosis obtenida por nosotros esta muy por debajo.

De las lipidosis, las de mayor frecuencia fueron la enfermedad de Gaucher con 11
casos (0,46/100 000), Tay Sachs con 9 casos (0,38/100 000) y la GM1
gangliosidosis con 10 pacientes (0,42/100 000), aunque ninguna de estas
estuvieron individualmente entre las mas frecuentes en nuestro pais.

En poblaciones de Australia y Republica Checa la incidencia reportada para la
enfermedad de Gaucher es superior a la nuestra (entre 1,2-1,8/100 000) (Meikle y
col, 1999; Poupétova y col, 2010); sin embargo nuestra incidencia es semejante a
la reportada en Turquia y en la Columbia Britanica en Canadé (tabla 11). Esto
puede deberse a la composicidén étnica diferente o a la existencia de mutaciones
especificas, que parecen tener poca expresividad fenotipica con sintomas clinicos
menores y los pacientes o sus familiares no buscan atencion médica, pasando
inadvertida. De forma global, se reporta como la EAL mas frecuente la enfermedad
de Gaucher (2/100 000) y en segundo lugar la enfermedad de Fabry (1,75/100
000) (Orphanet Report Series, 2010).
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La enfermedad de Tay Sachs mostré una incidencia similar a la reportada por
Paises Bajos, Republica Checa, Australia y Canada y algo mayor que la de
Turquia (tabla 11). Orphanet Report Series (2010) sefiala una prevalencia
estimada de 0,3/100 000. Sin embargo, en el norte de Portugal se reportd una
incidencia muy elevada (3,13/100 000). El andlisis genético de estos pacientes
revelé que la mutacion R178H HEXA (alelo DN) representaba el 58% de los alelos
mutados, correspondiendo a la forma juvenil de Tay Sachs (variante B1) y que
esta mutacion sélo habia sido descrita anteriormente en otros dos pacientes
originarios de Galicia en Espafia (Pinto y col, 2004).

Se ha asociado la combinacion de 2 mutaciones (M1V/Y37N) del gen
hexosaminidasa A con la alta prevalencia de la enfermedad de Tay-Sachs en
individuos de ascendencia negra (Paciorkowski y col, 2008), lo cual es frecuente
en nuestra poblacion, aunque no tenemos estudios genéticos que puedan
demostrar esto. En poblaciones seleccionadas como los judios ashkenazi se han
reportado elevadas frecuencias de la enfermedad de Tay-Sachs y Gaucher (117 y
25,6/100 000 respectivamente) (Petersen y col, 1983; Beutler y col, 2001).

La incidencia de enfermedad de Niemann Pick en nuestro estudio fue muy baja
(0,08/100 000), a diferencia de lo que esta reportado en la base de datos de
Orphanet 2010 y en la literatura cientifica, con cifras que van desde 0,33 a 0,60
para Niemann Pick A-B (tabla 11). En el estado de Aramco en Arabia Saudita
(Moammar y col, 2010) reportaron una alta incidencia de Niemann-Pick A (6/100
000) y de enfermedad de Sandhoff (5/100 000), debido a la descendencia de
Unicas familias y consaguinidad tribal (Ozand y col, 1990).

En nuestra serie no se diagnostico ningun caso con enfermedad de Sandhoff,
mientras que otros paises han reportado cifras que oscilan entre 0,19/100 000 y
1,49/100 000 (tabla 11).

Sélo se detectd un caso con enfermedad de Fabry (0,04/100 000). El diagndstico
de Fabry en ocasiones se subestima porque los signos y sintomas son comunes a
otras enfermedades, el dolor es uno de los principales, pero del 10-20 % de los
pacientes masculinos no lo padecen (Ries y col, 2003). No existen estudios

epidemiolégicos de la enfermedad de Fabry en nuestro continente. Estudios de
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casos en regiones especificas si existen, como por ejemplo en Rio Grande del Sur
en Brasil, un estudio en pacientes con fallo renal demostré que el 0,36 % de los
mismos tenian enfermedad de Fabry (Porsch y col, 2008). Otros estudios
regionales dan frecuencias de 4,96 % de diagnosticos en Argentina (Rozenfeld y
col, 2006) y 197 pacientes en Estados Unidos durante 20 afios (Shah y col, 2009).
A pesar de que el estimado de prevalencia mundial para la Enfermedad de Fabry
es de 1,75/100 000 (Orphanet Report Series, 2010), los estudios epidemioldgicos
publicados no reflejan esta cifra. La mayoria de los reportes de enfermedad de
Fabry presentan prevalencias o incidencias muy bajas (0,015-0,86) y se han
realizado en poblaciones caucasicas (tabla 11). Aunque no ofrecen datos de
prevalencia, Krasnopolskaya y col (1993) en Rusia, reportan s6lo un caso de
enfermedad de Fabry en 363 EAL diagnosticadas. En Turquia plantean que es
una enfermedad muy rara, con una incidencia de 0,015/100 000 (Ozkara y Topcu,
2004) y en Colombia se reportan solamente dos casos entre 1987 y 2008 (Barrera,
2009).

No obstante, consideramos, que tanto en nuestro estudio como en los reportes
epidemioldgicos realizados en otros paises, debe existir una subestimacion del
diagnéstico de enfermedad de Fabry por la presentacion de formas clinicas
moderadas y su debut tardio, frecuentemente en la adultez. En algunos casos los
pacientes se presentan tempranamente con enfermedades cardiacas, ictus e
insuficiencia renal.

Solamente se diagnosticaron 7 casos con LDMC, lo que resulta en una incidencia
baja (0,29/100 000) cuando se compara con otros reportes en la literatura
cientifica: 0,58-1,85/100 000 (tabla 11). Hay reportes de incidencia general de la
LDMC de 1/100 000 (Rauschka y col, 2006; Kolodny y Sathe, 2008), pero se han
descrito otros valores segun la poblacién estudiada. La forma infantil tiene una
incidencia de 1/40 000 al norte de Suecia y en el estado de Washington (Farrell,
1981); siendo la frecuencia de portadores mas elevada entre los habitantes judios
de 1/75 nv (Zlotogora y col, 1995) y en los indios navajos de 1/40 (Pastor-Soler y
col, 1995).
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Para la GM1 gangliosidosis se reportaron 10 casos en nuestra serie (0,42/100
000). Republica Checa, Australia y Canada reportan incidencias mas bajas (0,19 -
0,26/100 000), mientras que Turquia, Paises Bajos y Portugal sefialan incidencias
mas semejantes a la nuestra (0,54; 0,41 y 0,62/100 000 respectivamente) (tabla
11). En Porto Alegre, Brasil la incidencia estimada para la GM1 gangliosidosis tipo
| es muy elevada (1/17 000) y de la de portadores de 1/67, observandose un
12,5% de consanguinidad (Giuglianiy col, 1998).

Para la enfermedad de Wolman obtuvimos una incidencia muy baja (0,04/100
000). Se han reportado cifras de incidencia entre 0 y 0,58/100 000, mientras que
en otros estudios epidemioldgicos realizados no se incluyo entre las enfermedades
diagnosticadas (tabla 11). La frecuencia de portadores para esta enfermedad es
mucho més baja (1/3 741) que la informada por la Republica Checa (1/302) y
Australia (1/363), los cuales presentan cifras similares (Poupétova y col, 2010 y
Meikle y col, 1999).

Dentro de las enfermedades que no pudimos diagnosticar en este grupo se
encontraron la enfermedad de Niemann-Pick C, cuya incidencia oscila entre 0,35 a
2,2/100 000 (tabla 11) y la lipofuscinosis ceroide neuronal (LCN), con incidencias
reportadas en Portugal (2,14/100 000) (Pinto y col, 2004) y en Republica Checa
(2.29/100 000) (Poupétova y col, 2010). Dos de los estudios epidemiologicos
realizados no incluyeron la LCN (Poorthuis y col, 1999; Meikle y col, 1999).
Previamente estas enfermedades se diagnosticaban histopatolégicamente y no
enzimaticamente. En los ultimos afios se ha reportado que la LCN es
relativamente comun dentro de las EAL: estimados de incidencia global van desde
1,28 a 7,7/100 000. En Finlandia se han reportado valores de incidencia de 7,7
para la infantil y de 4.8 para la juvenil. Meikle y col (1999) sefialaron que la
inclusion de esta enfermedad en el calculo de la prevalencia de las EAL elevaria la
prevalencia de 13 a 14,9/100 000 en Australia.

La imposibilidad de diagnosticar el Niemann-Pick C en nuestra casuistica pudo
influir algo en la obtencién de cifras de incidencia combinada mas bajas, aunque la
variabilidad en las incidencias reportadas hacen dificil realizar una estimaciéon de

esto. Por otro lado, la lipofuscinosis ceroide neuronal, aunque con incidencias
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considerables en Portugal y Republica Checa (Pinto y col, 2004; Poupétova y col,
2010), no fue estudiada en otras series epidemiologicas donde calcularon
incidencias combinadas de EAL (Poorthuis y col; 1999; Meikle y col; 1999;
Applegarth y col, 2000).

La frecuencia de portadores de las lipidosis en nuestro grupo es, de forma general,
inferior a la reportada por estudios en Republica Checa y Australia aunque para la
enfermedad de Tay Sachs y GM1 gangliosidosis nuestra casuistica es semejante
a la de estos paises (Poupétova y col, 2010; Meikle y col, 1999).

Las lipidosis (como grupo) son las EAL mas frecuentes a nivel mundial (4,6—
10.4/100 000) y en nuestra serie fue también el grupo mas frecuente. No obstante,
obtuvimos cifras de incidencia combinada méas bajas (1,76/100 000). A diferencia
de la situacion con las MPS, la Unica esfingolipidosis que no pudimos diagnosticar
enzimaticamente - y que pudiera influir en el calculo de la incidencia combinada,
por su frecuencia - fue la enfermedad de Krabbe, para la cual se reportan
incidencias que van desde 0.4/100 000 a 1.35/100 000 (tabla 11) y mundialmente
se estima una prevalencia de 0,75/100 000 (Orphanet Report Series, 2010). Si
hiciéramos una estimacion teniendo en cuenta la incidencia media reportada para
esta enfermedad, nuestra incidencia de esfingolipidosis podria llegar a 2,5/100
000, lo que continua estando muy por debajo del rango reportado para este grupo
de EAL. Por lo tanto, esta baja incidencia no debe estar relacionada solamente
con la imposibilidad del diagndstico enzimatico de algunas de estas EAL, sino que
pudiese asociarse también con otros factores dependientes de la heterogeneidad

genética de nuestra poblacion.

5.3.4 Epidemiologia de las glucoproteinosis, mucolipidosis, glucogenosis Il.
La incidencia de fucosidosis registrada en el presente trabajo fue de 0,63/100 000,
muy por encima de lo reportado en otros paises. En los estudios epidemioldgicos
realizados en Portugal, Republica. Checa, Australia y Rusia no detectaron casos
de fucosidosis y en los Paises Bajos reportaron una incidencia de 0,05/100 000
(tabla 12). En Espafa, Maceira y Atienza (2006) no reportaron ningun caso,

mientras que Pampols y col (1997) anteriormente habian informado 3 casos en 20
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afnos. Estos resultados confirman que Cuba es una de las regiones con mas alta
incidencia de fucosidosis en el mundo, estando la mayor parte de los casos
concentrados en la provincia de Holguin, con una tasa estimada de 1,4/100 000
habitantes (Llauradd, 1999).

Esta reportado que mas del 30% de la totalidad de casos de fucosidosis en el
mundo es atribuible a la regidn sur de lItalia, con otras regiones de alta incidencia
como son la zona sur de Estados Unidos, Nuevo México y la regién oriental de
nuestro pais (Willems, 1999; Pampols, 1995; Llaurado, 1994; 1999; 2000). No
hemos encontrado datos epidemioldgicos sobre frecuencia de portadores en los
pocos estudios de incidencia que existen.

La a-L-fucosidasa es una de las enzimas cuyo polimorfismo y deficiencia se
conocen. El gen ha sido localizado en la regién 1p34 (FUCA 1), asi como un
pseudogen en la region 29q31-gq32 (FUCA1P). Ademas un locus polimorfico (FUCA
2) en el cromosoma 6 (region 6g25-qter) controla el nivel de actividad enziméatica
en el plasma vy fibroblastos (OMIM 1994; OMIM 1999; Orphanet Report Series
2010). Han sido identificadas unas 26 mutaciones a nivel mundial (Lin, 2007). Por
el momento, las diferencias genotipicas obtenidas no han podido explicar las
desigualdades fenotipicas entre los distintos tipos (Pampols, 1995; Willems,1999;
Willems, 2005).

Llauradd (1999) reporta que en Holguin existe un alto grado de consanguinidad en
la poblacion. En un estudio molecular que se realiz6 en todos los casos y sus
ascendientes, que eran portadores obligados, se encontré una mutacion Unica
Q422X en el codon terminal del exén 8 (FUCA-1), que respalda la hipétesis de
efecto fundador. Esta mutacion fue encontrada ademéas en una familia de origen
italiano y otra de origen francés que no tienen aparentemente relaciéon parental
con la nuestra (Maceira y Atienza, 2006).

Sobre a-manosidosis existen reportes de incidencia que oscilan entre 0,09 y
0,19/100 000 en Paises Bajos, Australia, Portugal y Canada, mientras que la R.
Checa sefiala una prevalencia de 0,38/100 000 (tabla 12) y en Orphanet Report
Series (2010) se ofrece una cifra promedio de 0,1/100 000. Nuestros resultados

arrojaron una incidencia de 0,55/100 000, superior a las cifras anteriormente
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mencionadas. El niamero de casos encontrados en el Instituto de Bioquimica
Clinica de Barcelona entre 1977-1996 fue de 12 (Pampols y col, 1997). Segun los
datos de la Asociacion de mucopolisacaridosis y sindromes relacionados de
Espafia, que informa los casos detectados entre 1994 y 2004, sélo se
diagnosticaron 2 pacientes. Un estudio en Noruega informé 6 individuos en una
poblacion de cuatro millones (Malm, 2008). Esta enfermedad no es especifica de
algun grupo étnico y se ha descrito en individuos de todas las partes del mundo
(Berg, 1999). Con los pocos datos disponibles, parece ser que la incidencia de la
a-manosidosis en Cuba se encuentra entre las més altas reportadas, lo mismo
sucede con la frecuencia de portadores (1/288), para lo que Australia y Republica
Checa reportan cifras mas bajas (1/514, y 1/ 3 920 respectivamente) (Meikle y col,
1999; Poupétova y col, 2010).

La mucolipidosis tipo Il (Enfermedad de las células | o Sindrome de Leroy) ha sido
descrita fundamentalmente en poblaciones caucasicas y asiaticas (Gilbert. y col,
1973; Yutaka y col, 1985). La prevalencia estimada al nacer es de 0,15/100 000
(Orphanet Report Series, 2010); sin embargo en una poblacion franco-canadiense
fue de 16,2/100 000 (De Brackeler. y col, 1991). En nuestra casuistica se
detectaron 7 casos de mucolipidosis Il y 4 casos de mucolipidosis Il en el periodo
estudiado, para una incidencia de 0,29/100 000 y 0,17/100 000 respectivamente,
lo cual cae en el rango reportado para las mucolipidosis y oligosacaridurias en los
Paises Bajos (0,04-0,2) y en la R. Checa (0,22). Existe una alta prevalencia de
mucolipidosis Il y Il (0,81 y 1,89/100 000, respectivamente) en la poblacion del
norte de Portugal, superior a la reportada en la poblaciéon holandesa (0,16 y
0,08/100 000, respectivamente) y australiana (11/11l: 0,31/100 000) (tabla 12).

La frecuencia de portadores de las mucolipidosis Il/lll (1/340), es similar a la
reportada por estudios en Australia (1/285) y superior a los reportados en
Republica Checa (1/2980). (Poupétova y col, 2010; Meikle y col, 1999).

La mucolipidosis | no se pudo diagnosticar, estan reportadas prevalencias muy
bajas en el mundo: Portugal 0, Australia 0.02, Paises Bajos 0.05 y R. Checa
0.07/100 000 (tabla 12).

La mucosulfatidosis o deficiencia multiple de sulfatasas (aril sulfatasas A, B 'y C)
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fue una enfermedad frecuente en un estudio realizado en Arabia Saudita con 8
casos diagnosticados, resultado atribuible a la consanguinidad encontrada en
matrimonios de las tribus estudiadas (Ozandi y col, 1990). Sin embargo a nivel
mundial su prevalencia es muy baja (Ozandi y col, 1990), apareciendo 50 casos
reportados en el mundo en la base de datos de Orphanet (2010). Durante estos 20
afos de trabajo en el INN no se diagnosticd enzimaticamente ningun caso.

La incidencia de la enfermedad de Pompe o glucogenosis tipo Il a partir del
namero de casos diagnosticados fue de 0,46/100 000, cifra similar a la reportada
en Australia y R. Checa (tabla 12). En Italia Dionisi-Vici y col (2002) y Canada
(Applegarth y col, 2000) refieren cifras algo mas elevadas (0,83 y 0,87/100 000
respectivamente) y la base de datos de Orphanet, 2010, sefiala una prevalencia
estimada de 1,1/100 000. La glucogenosis tipo Il (enfermedad de Pompe) es muy
frecuente en Paises Bajos (Poorthuis y col, 1999) donde informan una prevalencia
al nacimiento de 2/100 000, constituyendo la mas frecuente de las EAL (17 % de
los casos diagnosticados). Sin embargo, Pinto y col (2004) informaron una baja
incidencia para la enfermedad en Portugal (0,17/100 000).

La frecuencia de portadores de la glucogenosis Il (1/340) en nuestro grupo es
inferior a lo reportado en Australia (1/191) (Meikle y col, 1999), pero superior a lo
que informa la Republica Checa (1/3860) (Poupétova y col, 2010). En Taiwan se
realizd un pesquisaje neonatal de la enfermedad de Pompe infantil y se estimé
una prevalencia de 2,5/100 000, cifra que los mismos autores reconocen que
incluye un alto indice de falsos positivos y no supieron distinguir entre el Pompe
infantil y el de debut tardio (Kemper y col, 2007).

Es evidente que existe una gran variabilidad para la incidencia y prevalencia de la
enfermedad de Pompe, basandonos en los estudios epidemiolégicos publicados
en diferentes partes del mundo. En esto puede influir la variabilidad genética de
las poblaciones, pero también hay que considerar que en esta enfermedad la edad
de diagndstico en el paciente adulto varia, sugiriendo una elevada variabilidad
clinica, que va desde formas severas hasta ligeras e irreconocibles, por lo que en
nuestro estudio (al igual que en otros) pudiera estar subestimada su sospecha y

por tanto su diagnaostico.
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5.4 Comentarios finales.

El presente trabajo muestra por primera vez, las caracteristicas del diagndstico
enzimatico de las enfermedades de almacenamiento lisosomal en Cuba durante
un periodo de 20 afios, el cual se ha realizado sistematicamente desde el afio
1986 en el Instituto de Neurologia y Neurocirugia de la Habana.

El conocimiento del comportamiento de las EAL en el pais resulta de importancia
para la elaboracién de politicas por el Sistema Nacional de Salud con el objetivo
de lograr un mejor manejo y trazar estrategias terapéuticas en los casos que sea
posible. Por otro lado, al llevar estas enfermedades a la muerte en etapas
tempranas de la vida o a un alto grado de discapacidad, es importante poder
ofrecer al médico y a la familia un diagndstico con buen nivel de seguridad para el
asesoramiento genético a las parejas de riesgo y la toma de decisiones a partir del
diagndstico prenatal en futuros embarazos.

Como los sintomas clinicos de las EAL son comunes a otras patologias y tan
variados, es posible que haya casos sin diagnosticar y que exista alguna EAL que
todavia no haya sido descrita. Es muy importante que los médicos de la atencion
primaria cuenten con la experiencia y la astucia necesarias para reconocer los
signos clinicos de las EAL y contar a su vez con un laboratorio de referencia
capacitado para ejecutar el diagndstico enzimatico de las mismas (Raghuveer,
2006).

Existe poca informacion disponible sobre la frecuencia de estas enfermedades
producto de su rareza y el largo periodo de observacion necesario para la
estimacion confiable de frecuencias; los estudios epidemiolégicos son escasos y
dificiles de comparar por los motivos anteriormente expuestos. Ademas, las
investigaciones epidemioldgicas publicadas se han realizado en poblaciones
predominantemente caucasicas.

Nuestro estudio aporta informacion de interés acerca de la epidemiologia de estos
errores en nuestro pais y constituye el primer reporte del comportamiento
epidemiolégico de las EAL en una poblacion genéticamente mezclada. Cintado y
col (2009) describieron con detalle en un trabajo elegantemente disefiado, la

distribucion de la poblacién de Ciudad de La Habana con relacién a la mezcla
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genética, sus semejanzas y diferencias con otras poblaciones afro-caribefias y
afro-americanas y el interés antropolégico y epidemiolégico de este conocimiento
para la investigacion de enfermedades genéticas.

La incidencia de EAL detectada en nuestro pais durante un periodo de 16 afos
(5,6/100 000), que se corresponde con aproximadamente la mitad de las cifras
reportadas en poblaciones caucéasicas (aunque mas cercana a la incidencia de la
provincia de Columbia Britanica en Canada), pudiera tener varias interpretaciones:
1) Diferencias entre los métodos empleados para el célculo de la incidencia.
Este es un problema que hemos comentado con anterioridad y que sin duda es
valido para explicar algunas faltas de concordancia entre los diferentes estudios
epidemiolégicos. No obstante, no creemos que sea un factor que explique de
forma importante esta diferencia, ya que a pesar de que los métodos de calculo
difieran, la mayoria de las publicaciones sefialan valores de incidencia entre 11,1y
19,3/100 000 en poblaciones caucasicas.

2) Subestimacion de diagnosticos por los facultativos. Esto es un problema
comun a todos los estudios epidemioldgicos realizados en el mundo, por tratarse
de enfermedades muy infrecuentes. No obstante, considerando la organizacion del
sistema de salud cubano, que garantiza un estandar de atencion médica muy
generalizado y la concentraciéon de los diagndsticos de laboratorio en el INN
durante el periodo de estudio, creemos que los datos son representativos de la
verdadera incidencia de estas enfermedades y que nuestros resultados tienen un
nivel de seguridad en este aspecto, equivalente a los obtenidos por otros autores.
3) Subestimacién por no tener disponible la metodologia para el diagndstico de
laboratorio de algunas EAL. El niumero de EAL estudiadas (19) pudiera explicar en
parte la menor incidencia encontrada, ya que los estudios epidemioldgicos que
dan incidencia y/o prevalencia combinada de EAL analizan entre 24 y 34
enfermedades (Poorthuis y col, 1999; Meikle y col, 1999; Pinto y col, 2004;
Poupétova y col, 2010; Applegarth y col, 2000).

Las enfermedades en las que no se pudo realizar el diagnéstico de laboratorio y
que pudieran haber influido de forma importante en la incidencia global de las EAL

(teniendo en cuenta las incidencias medias reportadas en el mundo) fueron la
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MPS I, MPS 1lIA, MPS IVA, enfermedad de Krabbe y Niemann-Pick C.
Consideramos que en el caso de las MPS, este factor es el que predomina para
explicar una incidencia mas baja, asumiendo que en nuestra poblacién se
presentaran estas enfermedades con las frecuencias medias reportadas en el
mundo.

No obstante, en el caso de las lipidosis no es asi, ya que la Unica que no pudimos
diagnosticar enzimaticamente y que pudiera influir al comparar con otras series
epidemioldgicas publicadas, fue la enfermedad de Krabbe, que no explicaria por si
sola la diferencia observada.

Otras EAL que no fueron estudiadas (cistinosis, sialidosis, galactosialidosis,
aspartilglucosaminuria y enfermedad de Schindler) tienen una frecuencia tan baja
en el mundo que no aportarian significativamente a la incidencia global.

3) Factores genéticos poblacionales. La composicién étnica de Cuba la hace
muy diferente desde el punto de vista genético a las poblaciones en las cuales se
han realizado estos estudios (Cintado y col, 2009). En el ultimo Censo Nacional
se reportd la composicién étnica de la poblacion cubana, constituida por 51 % de
mezcla étnica (africano y espafiol), 37 % de etnicidad espafiola 'y 11 % de negros
africanos (Zaldivar y col, 2005). Estudios recientes han demostrado la importante
contribucién euro-africana en la composicion genética de la poblacion cubana, que
indican que la mezcla genética debe ser considerada (Mendizabal y col, 2008;
Cintado y col, 2009; Marcheco y col, 2011; Ustariz y col, 2011). No tenemos
antecedentes de estudios epidemiolégicos en América Latina y Africa que nos
puedan servir de referencia, aunque la composicién étnica de Cuba difiere de casi
todos los paises de la region latinoamericana en que la poblacion amerindia es
practicamente inexistente.

El andlisis del comportamiento epidemiolégico de las enfermedades abordadas
indica que la MPS 1lIB y el grupo de lipidosis (especificamente Gaucher, Niemann-
Pick A-B, Sandhoff y leucodistrofia metacromatica) se destacan por una incidencia
muy por debajo de lo reportado en la literatura.

Por otro lado, un resultado de gran interés fue la demostracion epidemiolégica de

gue en Cuba tenemos unas de las mas altas incidencias de glucoproteinosis en el
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mundo, siendo necesario destacar la alta incidencia de fucosidosis, concentrada
en la provincia de Holguin.

Los resultados de este estudio no sélo son de especial interés para genetistas,
autoridades de la salud, pacientes y familiares; sino también para laboratorios,
sociedades cientificas e instituciones gubernamentales relacionadas con el
desarrollo de terapias y tratamientos de estas enfermedades.

En estos momentos el logro fundamental de nuestro sistema de salud es la
reduccion de la mortalidad infantil. Para lograr este objetivo se dedican muchos
esfuerzos a la atencion de las embarazadas, el parto, los recién nacidos, el
tratamiento y la prevencion de enfermedades. Se ha ampliado el campo de

investigaciones para mejorar la calidad de vida y ofrecer mayores oportunidades.
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VI.

CONCLUSIONES

Las esfingolipidosis y mucopolisacaridosis fueron los grupos de EAL mas
frecuentemente diagnosticados en el INN durante el transcurso de 20 afos,
correspondiendo las frecuencias relativas mas altas de enfermedades
especificas a la MPS |, a-manosidosis, fucosidosis y enfermedad de
Gaucher en orden decreciente.

La actividad disminuida de las hidrolasas acidas lisosomales permitid
diferenciar los pacientes y padres de los controles en casi todas las EAL. La
fucosidosis fue la Unica enfermedad en que se asocié la actividad
enzimatica con la edad de presentacion, severidad y forma clinica.

La introduccién del diagnéstico enzimatico prenatal de las EAL permitio
ofrecer informacion para el asesoramiento genético a las parejas con
antecedentes de hijos afectados para la toma de decisiones acerca de la
conducta reproductiva.

Se obtuvieron, por primera vez en Cuba y en la region de América Latina,
datos epidemiolégicos acerca de la incidencia de las EAL. La incidencia
combinada de EAL (5,6/100 000) fue mas baja que la reportada en
poblaciones caucéasicas y tiene caracteristicas distintivas, posiblemente
relacionadas con la composicion étnica particular del pais, aunque otros
factores también pueden influir. La elevada incidencia de glucoproteinosis,
coloca a Cuba como una de las regiones con mas alta incidencia de

fucosidosis y a-manosidosis en el mundo.
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VII.

1.

RECOMENDACIONES

Introducir el montaje de nuevas técnicas bioquimicas y de Biologia
Molecular para ampliar las posibilidades diagnosticas, dandole prioridad al
diagnéstico de aquellas EAL que ya tienen algun tipo de tratamiento.
Profundizar los estudios epidemiologicos de las EAL en las diferentes
regiones del pais. Analizar la influencia de la consanguinidad en los
resultados obtenidos.

Aumentar la educacion de la poblacion acerca de los riesgos de las parejas
consanguineas y que conozcan las posibilidades que brindan los
especialistas en genética en los diferentes niveles de atencion de salud.
Introducir el tratamiento especifico disponible en el mundo para los

pacientes que padecen estas enfermedades.
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IX. ANEXOS
ANEXO 1. Biologia del lisosoma.
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ANEXO 2. Frecuencia de enfermedades lisosomales en Australiay Holanda.

Australia Holanda

Enfermedad Incidencia Prevalencia Prevalencia
(/100 000 nv) | (/200 000 nv) (/100 000 nv)

Mucopolisacaridosis 3,81 4,38 4,50
Esfingolipidosis 4,40 4,95 5,85
Glucoproteinosis. 0,14 0,14 0,45
Deficiencia de 0,32 0,37 0,28
multiples enzimas.
Otras lipidosis 0,57 0,74 0,35
Enfermedades del
metabolismo del 0,50 0,68 2,00
glucégeno.

nv: nacidos vivos
(Poorthuis y col, 1999; Meikle y col, 1999)
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ANEXO 3. Mucopolisacaridosis.

Enfermedad:Mucopolisacaridosis

Enfermedad de Hurler
(MIM #607014)

Enfermedad de Scheie
(MIM #607016)

Enfermedad de Hurler-Schei
(MIM #607015)

Enfermedad de Hunter
(MIM #309900)

Sanfilippo A
(MIM #252900)

Sanfilippo B
(MIM #252920)

Sanfilippo C
(MIM #252930)

Sanfilippo D
(MIM #252940)

Defecto enzimatico

MPS |

a-L-iduronidasa, IDUA

(MIM 252800) (EC 3.2.1.76)

MPS 1

Iduronato-2-sulfatasa, IDS
(MIM 16366) (EC 3.1.6.13)

MPS Il (Enfermedad de Sanfilippo)

N-heparan sulfato sulfatasa
(MIM 605270) (EC 3.10.11)

a-D-N-acetilglucosaminidasa
(MIM 609701) (EC 3.2.1.50

a-glucosamido acetiltransferasa
(MIM 610453) (EC 2.3.1.3)

N-acetilglucosamina-6-sulfatasa
(MIM 607664) (EC 3.1.6.14)

Compuestos
acumulados

Heparéan sulfato
Dermatén sulfato

Heparan sulfato
Dermatan sulfato

Heparan sulfato

Localizacion del
gen

4p16.3

Xq28

1725.3

17921

8p11.1

12q14
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Morquio A
(MIM #612222)

Morquio B
(MIM #611458)

Enfermedad de Maroteaux-Lamy
(MIM #253200)

Enfermedad de Sly
(MIM #253220)

MPS IX
(MIM #601492)

MPS IV (Enfermedad de Morquio)

Galactosa-6-sulfatasa
(MIM 612222) (EC 3.1.6.4)

B-galactosidasa
(MIM 611458) (EC 3.2.1.23)

MPS VI

Arilsulfatasa B, ASB
(MIM 611542) (EC 3.1.6.12)

MPS VII

B-D-glucuronidasa
(MIM 611494) (EC 3.2.1.31)

MPS IX

Hialuronidasa
(MIM 607071) (EC 3.2.1.35)

Queratan sulfato
Condroitin-6-sulfato

Dermatan sulfato

Dermatan sulfato
Heparan sulfato
Condroitin 4 y 6 sulfato

Hialuran

16q24.3

3p21.33

5911-9q13

7g21.11

3p21.3-p21.2
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ANEXO 4. Esfingolipidosis.

Enfermedad: Esfingolipidosis.

Gangliosidosis GM;
(MIM #230500)

Enfermedad de Tay-Sachs o variante B
(MIM #272800)

Enfermedad de Sandhoff o variante 0
(MIM #268800 )

Variante AB
(MIM # 272750)

Tipo | (MIM # 230800)

Tipo Il (MIM #230900)

Tipo 11l (MIM #231000)

Por déficit de SAP-2 (MIM #176801)

Tipo A (MIM # 257200)

Tipo B (MIM #607616)

Defecto enzimatico

Gangliosidosis GM;

B-galactosidasa
(MIM # 611458) (EC 3.2.1.2.3)

Gangliosidosis GM,

Hexosaminidasa A
(MIM #606869) (EC 3.2.1.52)

Hexosaminidasas A
(MIM #606869)
B (MIM #606873) (EC3.2.1.52)

Proteina activadora de la
Hexosaminidasa A
(MIM # *613109)

Enfermedad de Gaucher

B-glucosidasa
(MIM #606463) (EC 3.2.1.45)

Proteina activadora SAP-2
(MIM #272200)

Enfermedad de Niemann-Pick Ay B

Esfingomielinasa
(MIM #257200) (EC 3.1.4.12).

Compuestos acumulados

Gangliésidos GM, queratan
sulfato, galactosiloligosacaridos

Gangliésido GM, y asialo-GM,

Gangliésido GM,, globosidos y
oligosacéridos

Gangliésido GM2 y asialo-GM,

Glucocerebrésido

Esfingomielina

Localizacién del
gen

3p21.33

15923-g24

5q13

5¢031.3-g33.1

1921

10g22.1

11p15.4-p15.1
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Enfermedad de Fabry
(MIM #301500)

Leucodistrofia metacromatica
(MIM #250100)

Leucodistrofia metacromatica
Por déficit de SAP-
(MIM # 249900)

Enfermedad de Krabbe
(MIM #245200)

Lipogranulomatosis de Farber
(MIM # 22800)

Enfermedad de Fabry

a-galactosidasa Trihexosil-ceremida y dihexosil-
(MIM #300644) (EC 3.2.1.22) ceramidas

Leucodistrofia metacromatica

Avrilsulfatasa A
(MIM #607574) (EC 3.1.6.8)
Cerebrésido sulfato

Proteina activadora SAP-1
(MIM #176801)

Enfermedad de Krabbe

Galactocerebrésido, ceramida,
galactosilesfingosina

B-galactocerebrosidasa
(MIM #606890) (EC. 3.2.1.45)

Enfermedad de Farber

Ceramidasa

(MIM # 613468) (EC 3.5.1.23) Ceramida

Xq22.

22913.31-qgter

10g22.1

14G31.

8p22-p21.3.
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ANEXO 5. Glucoproteinosis.

Enfermedad: Glucoproteinosis

Fucosidosis
(MIM #230000)

a-Manosidosis
(MIM#248500)

B-Manosidosis
(MIM #248510)

Mucolipidosis | (Sialidosis)
(MIM #256550)

Enfermedad de Schindler
(MIM #609241)

Aspartilglucosaminuria
(MIM #208400)

(MIM # 613228) (EC 3.5.1.26)

Defecto enzimético Compuestos acumulados

Fucosidosis

(MIM #giligggg)s(gggaz 1.51) Fucosil-oligosacaridos, fucosilglicolipidos

a-Manosidosis

a-D-manosidasa

(MIM#609458) (EC3.2.1.24) Oligosacéridos ricos en manosa

B-Manosidosis

B-manosidasa

(MIM#609489) (EC3.2.1.25) Manosil-N-acetilglucosamina

Mucolipidosis |

a-neuraminidasa

(MIM#608272) (EC3.2.1.18) Oligosacéridos ricos en sialico

Enfermedad de Schindler
a-N-acetil-

Galactosaminidasa
(MIM #104170) (EC 3.2.1.4)

N-acetilgalactosamina-O-glucopeptidos,
trisacarido

Aspartilglucosaminuria

Aspartilglucosaminidasa Aspartilglucosamina

Localizacion del
gen

1p34

19p13.2-q12

4022—-925.

6p21.3

22q11

4032-933
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ANEXO 6. Deficiencia de multiples enzimas

Enfermedad:

Deficiencia de multiples enzimas

Deficiencia multiple de sulfatasas

(mucosulfatidosis)
(MIM #272200)

Galactosialidosis
(MIM #256540)

Mucolipidosis I
(MIM #252500)

Mucolipidosis llI
(MIM # 252600)

Mucolipidosis IV
(MIM #252650)

Defecto enzimatico

Arilsulfatasas A,B,C y otras
(MIM #607939) (EC 3.1.6)

B-galactosidasa
(MIM # 611458) (EC 3.2.1.23)
Sialidasa
(MIM#608272) (EC 3.2.1.18)

N-acetilglucosamina-1-
fosfotransferasa
(MIM #607840) (EC 2.7.8.18)

Mucolipin-1
(MIM # 605248)

Compuestos acumulados

Cerebrdsido sulfato,esterol
sulfato glicosaminoglicanos

Oligosacéridos sialidados

Sialiloligosacaridos,
glicosaminoglicanos, glicolipidos

Similar a mucolipidosis Il

Localizaciondel
gen

3p26

20g13.1

12¢23.3

19p13.3-p13.2
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ANEXO 7. Otras lipidosis.

Localizacién del

Enfermedad: otras lipidosis Defecto enzimético Compuestos acumulados gen
Enfermedad de Niemann-Pick Cy D
Niemann-Pick tipo C
(MIM #257220)
. Esfingomielina, colesterol
Niemann-Pick tipo D Desconocida g glucolipidos y 18q11-q12
Similar C variante de Nueva Escocia
(MIM #257220)
Enfermedad de Wolman
Enfermedad de Wolman Esteres del colesterol y triglicéridos
(MIM #27800) Lipasa acida
- - — . (MIM #278000) 10024-q25.
Enfermedad por acimulo de ésteres(mutacion alelica EC 3.1.1.13 -
( 1.1.13) Esteres del colesterol, colesterol y a

con la enfermedad de Wolman) veces trialicéridos

(MIM#27800) 9

Lipofuscinosis ceroide neuronal
palmitoil-proteina

Lipofuscinosis ceroide neuronal tioesterasa-1 (PPT1) N .

(MIM #256730) (MIM #600722) Lipopigmentos (grasas y proteinas). 11p15.5

(EC 3.1.2.23)
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ANEXO 8. Enfermedad de almacenamiento de glucogeno.

Enfermedad de almacenamiento de glucégeno

Enfermedad de almacenamiento de glucégeno tipo Il
(enfermedad de Pompe)
(MIM #232300)

Defectos en el transporte lisosomal.

Enfermedad:

Defectos en el transporte lisosomal

Cistinosis (MIM #219800)

Enfermedad por almacenamiento de &cido sialico
(MIM #604369)

Defecto enzimatico

a-1,4- glucosidasa
(MIM #606800)
(EC 3.2.1.3)

Defecto

ATPasa H*

Transportador de
protones

Compuestos acumulados

Glucégeno

Compuestos acumulados

Cistina

Acido sidlico libre.
Sialiloligosacéridos.

Localizacion

del gen

17925.2-925.3

Localizaciéndel

gen

17p13

6914-q15
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ANEXO 9. Modelo de planilla de consentimiento informado.

PLANILLA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
CONTROLES PARA EL ESTUDIO ENZIMATICO DE ENFERMEDADES
LISOSOMALES

En el dia de hoy la MSc.

me ha explicado que estan realizando estudios enzimaticos para el diagndstico de

enfermedades lisosomales, con el objetivo de proporcionar resultados a los
facultativos. Los resultados que se obtengan de esta investigacion seran para el

beneficio de pacientes, padres, facultativos y el mio propio.

Participar es de forma voluntaria Para el estudio se requiere realizarme una

extraccion de sangre.

Se me informa que tengo derecho a conocer todos los resultados de los analisis

gue me sean realizados

Estoy de acuerdo con las dudas aclaradas y acepto participar en la investigacion.

Nombre y apellidos

Direccion particular
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ANEXO 10. Modelo de planilla de consentimiento informado para el estudios

prenatal.
RED NACIONAL DE GENETICA MEDICA
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIOS PRENATALES
Yo autorizo a los Drs.:

y colaboradores del Servicio de Genética a
realizar los estudios de diagnostico prenatal que se me ofrecen con el objetivo de establecer
determinadas caracteristicas geneticas de mi futuro hijo, con lo cual mi familia estara mas
tranguila respecto a cierfos riesgos que posee, y tambien podra tomar otras decisicnes
reproductivas, si es necesario. Se me ha explicado y entiendo que:

+ FEl proceder obstétrico requerido para la obtencion de muestras de tejidos fetales, implica un
riesgo bajo de aborto y/o infeccion para el feto y el embarazo, siendo siempre este riesgo
menor que el de la afeccion genética que se busca (riesge de 1% en Amniccentesisy 2 % en
Biopsia Corionica).

Es posible que sea necesario repetir la toma de muestra.
Si se obtienen resultados normales para el analisis que se indica, esto no elimina la posibilidad
de otros defectos congénitos o causas de retraso mental, que no se detectan con esta prueba.

+ En caso de que exista un embarazo multiple los resultados seran de un solo feto o sera
necesario fomar 2 muestras.

« En laindicacion de andlisis cromosdmicos es posible que el crecimiento de las células fetales
no tengan &xito y no se obtengan resultados, que éstos no sean concluyentes o no garanticen
un 100 % de seguridad, ya que en raras ocasiones se encuentran células maternas en las
muestras.

En algunas ocasicnes el andlisis bicquimico no es concluyente.
El resultado le sera entregado en la consulta de genetica del area de salud.

SE RECOMIENDA REPOSO ABSOLUTO, FisSICO Y SEXUAL DURANTE 72 HORAS
FOSTERIOR AL FROCEDER, ANTE CUALQUIER SITUACION ANORMAL EN ESAS 72
HORAS DEBE AVISAR O ASISTIR A NUESTRO SERVICIO PARA RECIBIR ORIENTACION, O
PRESENTARSE URGENTE AL CUERPQ DE GUARDIA DE SU HOSPITAL MATERNO.

Reconociendo estos riesgos, ventajas y limitaciones, expreso mi

ACUERDO Con la realizacion de la prueba.

DESACUERDO . Con la realizacion de la prueba.

Nombre de la embarazada Firma Fecha
Mombre del Genetista o Asesor Genético  Firma Fecha

ESTE MODELO SERA ADJUNTADO A LA HISTORIA CLINICA GENETICA.

138



ANEXO 11. PUBLICACIONES RELACIONADAS CON LA TESIS.

1. Menéndez C, Davila L, Castro J, Pascual J, Rojas E, Diez A y col. Estudio
bioquimico de 2 pacientes con Enfermedades Lisosomales Heredo
metabolicas. Rev CENIC 1988;19 (No. Especial):35-37.

2. Menéndez C, Davila L, Castro J, Pascual J, Rojas E, Pascual J, Pascual C.
Biochemical Diagnosis of Lysosomal Enzyme Deficiencies. Inter J Neurosc
1989;49:276-277.

3. Menéndez C, Davila L, Castro J, Pascual J, Rojas E, Pascual J, Pascual C.
Biochemical Characteristic of Mucolipidoses Type II. Inter J Neurosc
1989;49:276-277.

4. Menéndez C, Oliver S, Blanco E, Beguez E, Pascual C y Benitez MC. Estudio
clinico y bioquimico de dos pacientes con enfermedad de Niemann-Pick. Rev
Cub Ped 1991;63(4):124-128.

5. Menéndez C, Davila L, Castro J, Pascual C, Pascual J, Rojas E. Estudio
bioquimico de un paciente con enfermedad lisosomal heredo-metabdlica. Rev
Cub Ped1992;64(3):195-198.

6. del Castillo MD, Pascual C, Menéndez C, Oliver S. Saliva como material
biologico para el diagndstico de enfermedades lisosomales. Rev CENIC 1992;
23:25-27.

7. del Castillo MD, Menéndez C, Borbolla L, Pascual J, Pascual C, Castro J.
Estudio Bioquimico de un caso de Mucolipidosis Tipo Il. (Enfermedad de las
Células ). Rev CENIC 1992;22-23.

9. Castro J, Gutiérrez E, Rojas |, Barrios B, Menéndez C. 8 afios de experiencia
en un laboratorio de referencia para la detecciébn de Errores congénitos del
metabolismo. Rev Avan Biotec Moderna 1992;1:19-28.

10. Menéndez I, Menéndez C, Borbolla L. Mucolipidosis Ill. Rev Cub Med.1995;
34(2):134-140.

11. Giugliani R, Janice Carneiro. Enviamos los datos de nuestro laboratorio, para
la confeccion del articulo: Diagndstico de erros inatos do metabolismo na
Ameérica Latina. Braz J Genet 1997;20(3):147-154.

139



12. Menéndez |, Menéndez C, Cepero F, Gutiérrez E. Mucolipidosis Il. Estudio
Clinico, bioquimico y genético. Rev Cub Pediatr 1998; 70(1): 53-58.

13. Alvarez H, Cuervo N, Dorado J, Menéndez C. Sindrome de gangliosidosis
infantil generalizada (GM1). Presentacion de dos casos Rev Neurol 1999;
28(9):925-930.

14. Menéndez C, Zaldivar C, Gonzalez-Quevedo A. Mucopolisacaridosis en Cuba.
Rev Ecuat Neurol 2001;10(1-2):25-28.

15.Menéndez C, Zaldivar C, Gonzalez-Quevedo Errores innatos del metabolismo.
Enfermedades Lisosomales. Rev Cubana Pediatr 2002;74 (1): 68-76.

16.Menéndez C, Zaldivar C, Gonzalez-Quevedo Mucopolisacaridosis tipo | en la
poblacion cubana. Rev Neurol 2003;37(6):525-528.

17.Menéndez C, Zaldivar C, Gonzélez-Quevedo “Comportamiento de la GM;
Gangliosidosis en Cuba”. Rev Cub Quim 2004;16(3):496. ISSN 5595.

18.Menéndez C, Gonzalez S, Zaldivar C, Gonzalez-Quevedo A.
"Mucopolisacaridosis con afectacion del Sistema Nervioso”. Rev Mex Neuroc
2006;7 (2):150-155.

19.Menéndez C, Zaldivar C, Gonzéalez-Quevedo A. Mucopolisacaridosis Tipo VI.
Revista de Genética Comunitaria 2006;(1):60.

20.Menéndez C, Gonzalez S, Zaldivar C, Gonzalez-Quevedo A. Comportamiento
de la GM1 Gangliosidosis en Cuba. Revista Medisur 2007;5(Especial
ECV):115-118,. ISSN: 1727-897X.

21.Menéndez C, Gonzalez S, Pefia M, Méndez LA, Quifiones O, Diepa N y col.
“Diagnéstico prenatal enzimético de enfermedades lisosomales en Cuba.” Rev
Ecuat Neurol 2008;17(1-3):101-105.

22.Menéndez C, Gonzélez S, Pefla M, Zaldivar C, Gonzalez-Quevedo A.
“Mucopolisacaridosis: diagnéstico enzimatico de 20 afios en Cuba” . Rev
Neurol 2009; 49(9): 458-462.

140



23.Menéndez C, Gonzélez S, Pefia M, Zaldivar C, Gonzalez-Quevedo A.
“Diagnéstico de a-manosidosis y Fucosidosis por métodos enziméaticos”.
Revista Medisur, 2010, 8(1). Suplemento “Restmenes de los trabajos sobre
Neuropediatria”. Congreso Nacional de Neurologia: 43.

24.Menéndez C, Gonzalez S, Pefia M, Zaldivar C y Gonzalez-Quevedo A.
“Mucopolisacaridosis: diagnoéstico enzimatico de 20 afios en Cuba”. Revista
Medisur, 2010, 8(1) Suplemento “Resumenes de los trabajos sobre
Neuropediatria”. Congreso Nacional de Neurologia: 43.

141



	I. INTRODUCCION
	II.  REVISION BIBLIOGRÁFICA
	2.0 Errores  innatos del metabolismo.
	2.1  Enfermedades lisosomales.
	2.1.1 Características generales.
	2.1.2 Incidencia y prevalencia de las EAL.
	2.1.3 Clasificación.
	2.1.4 Diagnóstico.
	2.1.5 Tratamiento y prevención.

	2.2 Características generales y clínicas de las EAL.
	2.2.1 Mucopolisacaridosis.
	2.2.2 Esfingolipidosis.
	2.2.3 Glucoproteinosis.
	2.2.4 Deficiencia múltiple de enzimas.
	2.2.5 Otras lipidosis.
	2.2.6 Defectos en el almacenamiento de glucógeno (glucogenosis tipo II). Enfermedad de Pompe.
	2.2.7 Defectos en el transporte lisosomal.
	2.2.8 Errores congénitos debido a defectos en proteínas lisosomales.
	2.2.9 Errores congénitos de la glicosilación (CDG).


	III. MATERIALES Y MÉTODOS
	3.0 Descripción del universo de estudio.
	3.1 Muestras biológicas.
	3.2 Variables evaluadas.
	3.3  Técnicas analíticas.
	3.3.1 Determinación de proteínas totales.
	3.3.2 Métodos para la determinación de actividad de las enzimas.

	3.4 Cálculo de las actividades específica, enzimática y porcentual de las enzimas.
	3.5 Estudios de incidencia y frecuencia de portadores.
	3.5.1 Incidencia.
	3.5.2 Frecuencia de portadores.

	3.6 Ética.
	3.7 Análisis estadístico de los resultados.

	IV.  RESULTADOS
	4.1 Distribución de los diagnósticos según el tipo de EAL.
	4.2 Descripción de las EAL según edad y sexo de los pacientes.
	4.3 Cuantificación de la actividad de las enzimas lisosomales en pacientes, padres y controles.
	4.3.1 Mucopolisacaridosis.
	4.3.2 Esfingolipidosis y otras lipidosis.
	4.3.3 Glucoproteinosis.
	4.3.4 Deficiencia múltiple de enzimas.
	4.3.5 Enfermedades del metabolismo del glucógeno. Glucogenosis II.

	4.4 Descripción de los diagnósticos prenatales.
	4.5 Cálculo de incidencia y frecuencia de portadores de las enfermedades lisosomales en Cuba.

	V. DISCUSION
	5.1 Experiencia de 20 años de diagnóstico enzimático de EAL en el INN.
	5.1.1 Frecuencia de diagnósticos.
	5.1.2 Comportamiento de las actividades de las enzimas lisosomales en los grupos estudiados.

	5.2 Diagnóstico prenatal.
	5.3 Epidemiología de las enfermedades lisosomales en Cuba.
	5.3.1 Incidencia de las EAL.
	5.3.2 Epidemiología de las Mucopolisacaridosis.
	5.3.3 Epidemiología de las lipidosis.
	5.3.4 Epidemiología de las glucoproteinosis, mucolipidosis, glucogenosis II.

	5.4 Comentarios finales.

	VI. CONCLUSIONES
	VII. RECOMENDACIONES
	VIII. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	IX. ANEXOS

