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Ciencia es el arte de crear ilusiones convenientes,

gue el necio acepta o disputa,

pero de cuyo ingenio goza el estudioso,

sin cegarse ante el hecho de que tales ilusiones son
otros tantos velos para ocultar

las profundas tinieblas de lo insondable.
Carl Gustav Jung (1875-1961) Psicélogo y psiquiatra suizo.
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. INTRODUCCION

1. Enfermedades raras: Concepto y perspectiva general

En la década de los afios 60 aparecen en Europa las primeras referencias bibliogréa-
ficas en torno al concepto de enfermedad rara (ER)*; pero no es hasta 1983 cuando se
constituye en los Estados Unidos de Norteamérica la NORD (Nacional Organization for
Rare Disorders), acufiandose de forma oficial el término de Enfermedad Rara, haciendo
referencia a enfermedades con baja prevalencia. Posteriormente en los afios 90 se consti-
tuye EURORDIS (European Organization for Rare Disorders), federacion europea homo-
loga a la americana, y mas recientemente FEDER (Federacién Espafiola de Enfermedades
Raras) en nuestro pais, con el fin de dar respuesta a las asociaciones de enfermos con es-
tas patologias que poco a poco han ido proliferando a lo largo de estos afios.

La Union Europea define ER como aquella que tiene una prevalencia inferior a 5
casos por cada 10.000 habitantes, lo que equivale al 6-8% de la poblacion europea®. Este
umbral de prevalencia varia segun los distintos paises atendiendo a criterios epidemiolé-
gicos y economicos. En los EE. UU. se considera ER aquella que afecta a menos de
200.000 habitantes*, lo que se corresponde con un 8,4% de la poblacion, en Japén las pa-
tologias que afectan a 4 de cada 10.000 habitantes® y, en Australia, a las que afectan a 1 de
cada 10.000°. Pero la realidad que se pretende abarcar con el término ER requiere una
definicion méas amplia.

De este modo, una definicion mas completa de ER seria “aquel conjunto amplio y
variado de trastornos que se caracterizan por afectar, cada uno de ellos, a un nimero
reducido de individuos en la poblacién, ser crénicos y discapacitantes, contar con una
elevada tasa de morbimortalidad, y para los que los recursos terapéuticos son, en gene-

ral, escasos y poco eficaces™”.

Algunas cuestiones importantes que reclaman aquellos que padecen estos trastor-
nos, y quienes estan relacionados con ellos, son: la falta de conocimiento cientifico sobre
sus enfermedades; la dificultad para el acceso a un diagnostico correcto y el retraso en
dicho diagnostico, asi como la falta de informacion de calidad y de apoyo en ese momen-
to; la falta de cuidados y atencién multidisciplinaria; las consecuencias sociales adversas;
la dificultad y la falta de equidad en el acceso al tratamiento, la rehabilitacion y los cuida-
dos; la pérdida de confianza en los servicios médicos y sociales; y cierto desinterés por
parte de los profesionales de la salud.
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Como hemos referido, el diagnostico suele ser complicado, no sélo por la sinto-
matologia insidiosa e inespecifica que presentan de forma habitual y que puede llevar a
retraso y errores, sino porque muchas veces, las técnicas que requieren son muy costosas
y de dificil acceso y, sobre todo, por el gran desconocimiento que los clinicos tienen sobre
este tipo de patologias.

En Espafia, la investigacion en este campo es todavia escasa®™, y por ello, se
hacen necesarios esfuerzos importantes encaminados al desarrollo y potenciacion de la
investigacion en este campo. En este sentido, se ha creado recientemente el Instituto de
Investigaciones de Enfermedades Raras (Instituto de Salud Carlos I11, Ministerio de Sani-
dad y Consumo) que, entre otras actividades, ha publicado una Guia-Manual con un enfo-
que préctico de las ER',

El principal problema con el que nos encontramos es la repercusion sociosanitaria
que suponen estas enfermedades®***. La falta de inversiones y la escasa sensibilizacion de
las distintas &reas implicadas, hacen sentir desamparados e impotentes a los pacientes
afectos de ER. El escaso nimero de afectados por una misma ER es insuficiente para im-
pulsar nuevas formas de deteccidn, tratamiento y prevencion, lo que agrava todavia mas el
problema para los pacientes. En los ultimos afios, la Unién Europea esta impulsando la
investigacion, la formacion de profesionales, el conocimiento y la divulgacion de estas
enfermedades. La solucion es compleja, y precisa la colaboracion conjunta de instituciones
plblicas, investigadores, facultativos, empresas farmacéuticas y asociaciones de pacientes'®.

Dentro de este amplio campo de las ER se encuentran enclavadas las enfermeda-
des por deposito lisosomal, grupo muy heterogéneo donde destaca la enfermedad de
Pompe, objeto de estudio del presente trabajo.

La Decision N° 1295/1999/CE del Parlamento Europeo y del Consejo del 29 de
abril de 1999 aprobd un programa de accién comunitaria sobre las enfermedades poco
comunes en el marco de accion en el ambito de la Salud Publica (1999-2003). Su prop6si-
to fue el de contribuir, en coordinacion con otras medidas Comunitarias, a asegurar un
alto nivel de proteccidn sanitaria con relacion a enfermedades raras. Se puso una atencion
especifica en mejorar los conocimientos y en facilitar el acceso a la informacion sobre
estas enfermedades, mediante cuatro acciones, siendo la segunda de ellas: Contribuir a la
formacion y la actualizacion de los conocimientos de los profesionales para mejorar, en
el ambito de las enfermedades poco comunes, la deteccion precoz, el reconocimiento, la
intervencion y la prevencion. Por ello, el primer objetivo de esta tesis sera contribuir a
esta actualizacion de conocimientos sobre la enfermedad de Pompe a través de una exten-
sa revision bibliografica que presente los principales puntos de conocimiento sobre el
contexto, diagndstico y tratamiento de la enfermedad y que quedaran expuestos en el pun-
to I. Introduccion.
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2. Enfermedades Lisosomales: Concepto y perspectiva general

La OMS estima que existen actualmente unas 5.000 ER o de baja prevalencia en
el mundo®. Entre ellas destaca un grupo cada vez mas conocido y estudiado: las enferme-
dades de depdsito lisosomal (EDL) o, simplemente, enfermedades lisosomales. De hecho,
consideradas una por una, las EDL son poco frecuentes, pero su incidencia combinada
puede suponer hasta 1 de cada 5.000-7.000 recién nacidos vivos'"2,

Estas enfermedades tienen su origen en un trastorno, genéticamente determinado,
de la sintesis o funcién de una hidrolasa acida lisosomal o bien de una proteina necesaria
para la correcta biogénesis y/o el normal funcionamiento de los lisosomas. En la actuali-
dad suponen un heterogéneo grupo de alrededor de 50 entidades clinicas para las que has-
ta hace poco el diagnostico preciso no era sencillo y requeria de técnicas complejas e in-
vasivas. La fisiopatologia de la mayoria de estos trastornos se caracteriza por un curso
progresivo, con importante morbimortalidad. En la actualidad, s6lo se dispone de trata-
miento especifico para una pequefia parte de estas alteraciones™® 2,

La mayoria de las enfermedades que hoy se conocen como EDL se describieron
por primera vez entre finales del siglo XIX y principios del siglo XX, mucho antes del
descubrimiento de los lisosomas por De Duve en 1955%, De hecho, la relacion que existe
entre los lisosomas y las EDL fue establecida por Hers cuando demostrd que el déficit de
la enzima maltasa acida (o-glucosidasa) provocaba la acumulacion de glucogeno en el
interior de los lisosomas, en los pacientes que padecian la enfermedad de Pompe (Gluco-
genosis Tipo 11) %%, Asi, a medida que la estructura y funcion de este organulo celular se
define y se identifican las diferentes enzimas en él incluidas, el concepto de EDL evolu-
ciona. Desde este momento, cada enfermedad comienza a estar relacionada con una enzi-
ma lisosomal especifica, el factor, el receptor o el sustrato acumulado (Figura 1.1).

Durante las dos Ultimas décadas, las técnicas de biologia molecular han permitido
identificar la mutacién o mutaciones especificas que dan lugar a la enfermedad concreta
de que se trate. La lista de EDL continta creciendo a medida que se identifican nuevos
trastornos o se descubre qué entidades clinicas de causa hasta ahora desconocida son el
resultado de un defecto lisosomal (por ejemplo, recientemente, la enfermedad de Batten).
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Figura 1.1. Linea del tiempo en el conocimiento de las EDL.

Los lisosomas son organulos intracitoplasmaticos que forman parte de un comple-
jo sistema de endocitosis celular mediada por receptores, utilizado por muchas células
para internalizar diversas moléculas procedentes del medio extracelular, de células veci-
nas o secretadas por ellas mismas. Este sistema esta formado por un grupo de estructuras
especializadas en la separacion de la molécula internalizada de su receptor, en su degrada-
cion enzimatica y en el almacenamiento del material indigerible. Se trata de los endoso-
mas “primarios”, los endosomas “tardios”, los lisosomas propiamente dichos y las glico-
proteinas asociadas a la membrana (LAMP’s o lgps) 2*° (Figura |.2).
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De entre todo este sistema, los li-
sosomas son vesiculas esféricas rodeadas
de una membrana, compuesta por lipidos
y proteinas glicosiladas, que protege al
resto de la célula de la accion de sus en-

Reoyling o e zimas (hidrolasas) capaces de digerir
plasma membrane . , . ,
polisacaridos, proteinas, sulfatos, fosfa-
tos y lipidos. Ademas, en este sistema

Outside of cell

Unicamente los lisosomas se identifican
por ser LAMP positivos™.

Early
endosome

La sucesion de acontecimientos
que marca la fisiopatologia de estas en-
fermedades esta basada en la denomina-
da “hipétesis citotoxica™:. El trastorno
lisosomal origina el acimulo intracelular
de una molécula compleja que la célula

es incapaz de degradar y que, de un mo-
miwone | dO progresivo, altera la morfologia y
funcién celular. A través de los efectos
propios del error congénito del metabo-
lismo lisosomal (como son el fallo pro-
gresivo de todo el sistema endosomal-
lisosomal, las alteraciones morfoldgicas
de la estructura celular debido a la pre-
sencia de los acumulos de material no
degradable, el déficit de productos esen-
ciales debido a la interrupcion de la ruta
metabdlica, la citotoxicidad que produce

Release of hydrolase

Acid hydrolase

Transport vesicles
carrying acid
hydrolases

=
_> Regycling
of receplor

Mannose- O
6-phosphate
receptor O

Figura 1.2, Biogénesis del lisosoma. la activacion de rutas alternativas, etc.)

asi como la respuesta intercelular que
surge como respuesta a esta agresion (reacciones inflamatorias, alteraciones autoinmunes,
activacion de los sistemas de apoptosis, etc.) se desencadena un proceso fisiopatologico
sistémico que puede estar centrado en determinados 6rganos y/o tejidos o constituir un
trastorno que implica a todo el organismo®”. Por todo ello, las EDL deben ser considera-
das tanto alteraciones por “deficiencia” como trastornos de “acimulo”.

De esta forma se pone de manifiesto como el buen funcionamiento lisosomal es
fundamental para el adecuado mantenimiento de la homeostasis celular y sistémica.
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Figura I. 3. Citopatologia de diferentes enfermedades lisosomales. Se representan la enfermedad
de Pompe, la Enfermedad de las Células I, la Mucopolisacaridosis (MPS), la Esfingolipidosis (lipido-
sis), los Sindromes hereditarios de Albinismo de Chediak-Higashi (CHS), de Hermansky-Pudlak
(HPS), y Griscelli (GS), y la Deficiencia de Sulfatasa Multiple (MSD). LRO se refiere a los organu-
los relacionados con los lisosomas®.

Es importante tener en cuenta que, aunque la anomalia enzimatica, determinada
genéticamente, se produce en todas las células del organismo, son los tejidos que metabo-
lizan los diferentes sustratos los que principalmente manifiestan esta deficiencia, siendo
asi que en las diferentes EDL existen tejidos concretos “protagonistas” de la sintomato-
logia propia de la enfermedad.

Es comun agrupar las EDL segun el déficit enzimatico que las ocasiona, debido a
que de esta forma la comprension de la fisiopatologia resulta mas sencilla y se puede al-
canzar un mejor desarrollo de las terapias para enfermedades especificas®.

Pero de forma clésica se ha preferido clasificarlas segun el tipo de material que se
acumula (por ejemplo: esfingolipidosis, mucopolisacaridosis, glucoproteinosis, etc.), ya
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que de este modo, se llega a una mejor determinacion de los trastornos que pueden estar
causados por mas de un defecto enzimético (por ejemplo, Mucopolisacaridosis Tipo IV 0
Mucopolisacaridosis Tipo VI en las que confluyen 2 y 4 déficits enzimaticos respectiva-
mente). Asi, el posterior reconocimiento del defecto enzimatico y la mutacion génica res-
ponsable se alcanza de forma mas eficiente®.

La clasificacidn basada en las manifestaciones clinicas no es recomendable ya que
patologias que se presentan bajo formas sintomatoldgicas similares puede tener una base
totalmente diferente®.

En este sentido, la enfermedad de Pompe queda englobada dentro del grupo de las
glucogenosis, ya que el producto que se acumula, al no poder degradarse, es el glucdge-
no. La enfermedad de Pompe se denomina igualmente Glucogenosis tipo II.
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3. Glucogenosis: Concepto y perspectiva general

Las glucogenosis o enfermedades por almacenamiento de glucogeno (“Glycogen
Storage Disease”, GSD) son un grupo heterogéneo de trastornos hereditarios del metabo-
lismo de los hidratos de carbono, y mas concretamente del glucégeno, pudiendo éste estar
aumentado o presentar una estructura anémala’®.

El glucdgeno es un polimero de cadena ramificada de glucosa y constituye la prin-
cipal fuente dindmica de almacenamiento de glucosa en musculo e higado. El problema
surge cuando en los tejidos, el glucdgeno queda recluido en el interior de las células debi-
do a deficiencias enzimaticas que hacen fracasar la via glucogenolitica/glucolitica, o
cuando existen problemas en su formacion, de forma que no puede llegar a sintetizarse el
polimero o éste presenta una estructura deficiente®” (Figura 1.4). En general, las GSD se
pueden clasificar en tres grupos en relacion a estas dos areas de almacenamiento principal
y atendiendo a la expresion clinica y los hallazgos histopatoldgicos: Hepaticas, Muscula-
res y Generalizadas (con manifestaciones hepéaticas, musculares y cardiacas) **%.

En la mayoria de las GSD las manifestaciones clinicas se consideran, esencial-
mente, expresion de la dificultad que existe en estos tejidos para movilizar sus depdsitos
de glucdgeno. Asi, en las GSD hepaticas aparece hepatomegalia, hipoglucemia en los
periodos entre comidas y un crecimiento disminuido. Cuando se trata de una GSD muscu-
lar puede aparecer debilidad muscular, fatigabilidad en situaciones de ejercicio e incluso
dolor muscular y contracturas si el ejercicio es rapido y/o intenso.

A partir del descubrimiento de la primera glucogenosis por Gerty y Carl Cori en
1952, se fueron identificando y afiadiendo a este grupo de patologias otras enfermedades
de depdsito de glucogeno como consecuencia de la deficiencia de diferentes actividades
enzimaticas. Cori propuso entonces una clasificacion numérica, segun un orden cronol6-
gico, que fue bien acogida por la comunidad cientifica®” **** (Figura 1.4).

En la GSD Tipo Il o enfermedad de Pompe la enzima deficiente es la o-
glucosidasa acida (EC 3.2.1.20) o maltasa 4cida. Esta es una enzima que actda a nivel
lisosomal lo que convierte a la enfermedad de Pompe en la Unica glucogenosis que es
también una enfermedad lisosomal (Figura 1.4) %",
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Figura 1.4.

Esquema de la glucolisis y del
metabolismo del glucogeno.
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Pompe o Glucogenosis Tipo Il es
la Unica en la que el defecto en-
zimético se produce a nivel lisoso-
mal.
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4. Enfermedad de Pompe

4.1. Concepto y definicion

La enfermedad de Pompe (EP) o Glucogenosis Tipo Il (GSD-II) es, atendiendo a
su prevalencia, una enfermedad rara, una enfermedad lisosomal por su citopatologia y una
glucogenosis segun el blogueo metabdlico producido.

Historicamente, la EP es la primera EDL descrita y reconocida como tal, ademés
de ser la unica glucogenosis que es también una enfermedad lisosomal. Debido a la pre-
sencia de debilidad e hipotonia, también ha sido clasificada como una enfermedad neuro-
muscular o miopatia metabdlica®.

El origen de la EP es la deficiencia de la enzima lisosomal que degrada el polime-
ro de glucogeno, la a-Glucosidasa acida (GAA; EC 3.2.1.20). La acumulacién lisosomal
y citoplasmatica resultante origina una interrupcion de la citoarquitectura y funcién de las
células/tejidos afectados (principalmente musculo esquelético, cardiaco y liso), lo que
conduce a una debilidad muscular clinicamente progresiva y debilitante, al desarrollo de
una enfermedad multisistémica y, a menudo, a una muerte temprana.

La EP es un trastorno que se manifiesta como un espectro clinico que varia con
respecto a la edad de inicio, la tasa de progresion de la enfermedad, y el grado de afecta-
cion de los 6rganos; y en general, existe una correlacion inversa entre la severidad de la
enfermedad y el nivel de actividad enzimética residual.

4.2. Historia

Joannes Casiano Pompe nacio en Utrecht el 9 de septiembre de 1901. Estudié me-
dicina en la Universidad de su ciudad natal, y en este periodo fue cuando encontrd a una
paciente con los sintomas de lo que hoy conocemos como la “Enfermedad de Pompe in-
fantil”, que posteriormente describid en su publicacion “Concerning idiopathic hyper-
trophy of the heart” en 1932** (Over idiopathische hypertrophie van het hart, titulo origi-
nal en holandés).

Fue el 27 de diciembre de 1930, cuando el todavia estudiante JC Pompe lleva a
cabo la autopsia de una nifia de 7 meses que supuestamente habia muerto de neumonia.
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Lo que encontr6 fue una importante cardiomegalia, signo caracteristico de la forma infan-
til de la enfermedad.

Tomando muestras del tejido cardiaco y realizando diferentes preparaciones mi-
croscopicas, pudo observar que las alteraciones de las células musculares podian deberse
al acimulo de una sustancia en el interior celular que parecia deformar las fibras cardia-
cas.

Figura 1.5. J.C. Pompe

Otros investigadores contemporaneos de Pompe, el Dr. Simon Van Creveld y el
Dr. Edgar Von Gierke habian descrito entre 1928 y 1929 la GSD-I, o Enfermedad de VVon
Gierke, identificando como gluc6geno el compuesto acumulado causante del trastorno. La
influencia de estos autores llevd a Pompe a sospechar que la sustancia que ocasionaba la
alteracion cardiaca podia ser efectivamente glucogeno.

Pompe se doctord en 1936 con una tesis que precisamente titulaba como “Car-
diomegalia glucogénica”. Después de una temporada en el Hospital San Canisio en Ni-
mega, trabajo como patdlogo en el Hospital de Nuestra Sefiora, en Amsterdam, donde
permaneci6 desde junio de 1939 hasta su muerte™.

Posteriormente se define la deficiencia enzimatica causante de la enfermedad, la
deficiencia de GAA, por el Dr. H. G. Hers en su articulo “Alpha-glucosidase deficiency in
generalized glycogen storage disease (Pompe’s disease)” de 19632“%°, Es en este momento
cuando se sientan las bases para el desarrollo de toda una serie de estudios e investigacio-
nes sobre un nuevo grupo de enfermedades, las enfermedades de depdsito lisosomal ¢,
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4.3. Formas de presentacion de la enfermedad de Pompe

La gran variabilidad fenotipica ha llevado a la creacion de variedades basadas en
la edad de aparicion y el grado de afectacion de los distintos drganos. Estos “subtipos”
han recibido diferentes denominaciones en la literatura: “forma infantil no tipica”, “forma
juvenil”, “forma del adulto”, “formas de aparicion tardia”... terminologia que supone en
muchas ocasiones controversias, incompatibilidades e incongruencias; de forma que, en la
actualidad, tiende a considerarse a la EP como una enfermedad de progresion continua
que varia segun el momento en que debuta, el nivel de implicacion de los érganos afecta-
dos y el grado de miopatia®*. De este modo, en un intento de establecer una nomenclatu-
ra uniforme, podemos clasificar a la EP en dos principales formas de presentacion:

a) Una forma infantil, que incluye:
- Pacientes que presentan enfermedad rapidamente progresiva caracteriza-
da por una cardiomegalia importante, hepatomegalia, debilidad e hipotonia mus-
cular, y muerte por insuficiencia cardiorrespiratoria durante el primer afio de vi-
da®® **. Representa a la forma méas extrema y grave de la enfermedad y es denomi-
nada a menudo como enfermedad de Pompe infantil cl&sica (precisamente la des-
crita por J.C.Pompe en 1932) .

- Pacientes con variedad infantil (EP infantil no clasica), con una progre-
sion més lenta y menor miocardiopatia severa, pero con presentacion en el primer
afio de vida. Esta también ha sido incluida por algunos autores en alguna de las
“formas infantiles” >°.

b) Una forma de aparicion tardia, que incluye:
- Pacientes en edad infantil o juvenil, con un espectro heterogéneo de pato-

logias musculares, pero que de forma general no incluyen miocardiopatia severa>
57

- Pacientes cuya sintomatologia aparece mas tarde, entre la segunda y sex-
ta década de la vida (EP del adulto) y caracterizados por una miopatia lentamente
progresiva sobre todo con participacion del mésculo esquelético®® .,

Sin embargo, es importante reconocer que la edad de inicio no siempre delimita
bien los distintos subtipos, de modo que la presentacion clinica debe ser considerada junto
con la edad de inicio en la clasificacion de los casos.
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4.4. Prevalencia

Resulta bastante complejo hablar de prevalencia de la EP y mas complejo aun fijar
un valor que la defina. La cuestion es que la prevalencia combinada de todas las formas
de la enfermedad de Pompe es muy variable y depende enormemente de la etnia y la re-
gion geogréafica de que se trate; asi puede oscilar entre los 1:14.000 recién nacidos vivos
en la poblacion afroamericana® a los 1:100.000 en individuos de origen europeo®.

La Unica forma de aproximacion posible a alcanzar una vision global resulta de
analizar cada uno de los estudios individuales sobre prevalencia del trastorno en las distin-
tas poblaciones y a partir de ellos sacar conclusiones.

Sin embargo, este método también ha de hacerse con precaucion si pretendemos
extraer una informacion fidedigna, ya que el modo de acercamiento de cada estudio es
muy diferente: desde trabajos basados en la cuantificacion de casos tomando como base
programas piloto de screening neonatal, hasta otros que calculan la prevalencia a partir de
estudios poblacionales de frecuencia de las principales mutaciones de la enfermedad (Ta-
bla I.1).

Tabla I.1. Prevalencia de la enfermedad de Pompe en diferentes poblaciones

POBLACION INCIDENCIA REFERENCIA
Afroamericano 1/14.000 Hirschhorn y Reuser®
1/40.000 (combinada) 61
Paises Bajos 1/138.000  (forma infantil) é“setz‘s. et f" e
1/57.000 (forma del adulto) oorthuis et a
EE.UU. 1/40.000 (combinada) Martiniuk et al®®
Sur de China / Lin et al®
Taiwan 1/50.000 Chien et al®®
Descendientes de 1/100.000 (forma infantil) Martiniuk et a3
europeos 1/60.000 (forma del adulto)
Australia 1/145.000 Meikle et al®®
Portugal 1/600.000 Pinto et al®’

A pesar de estas dificultades para establecer un valor concreto de prevalencia,
Orphanet (el portal de informacion europeo de referencia en enfermedades raras y medi-
camentos huérfanos) ha cuantificado en 1,1/100.000 la prevalencia de la enfermedad en
sus informes periédicos de prevalencia de las enfermedades raras® basados en los datos
bibliograficos publicados recientemente.


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&ie=UTF-8&sl=en&tl=es&u=http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1261/&rurl=translate.google.es&twu=1&usg=ALkJrhiR4zeiwq49rqSG3JcQ8GXqkiVhTA#gsd2.REF.poorthuis.1999.151
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Ademas, y en relacidn a este tema, resulta muy interesante sefialar que el estudio
de prevalencia de las mutaciones han permitido detectar lo que en genética se conoce co-
mo efecto fundador en poblaciones de Taiwan y China (mutacion p.Asp645Glu — 80%
prevalencia en la poblacion general) ® y de ascendencia africana (mutacion p.Arg854X —

60%)"°, como consecuencia de la alta incidencia de mutaciones muy concretas de esta rara
enfermedad en dichas poblaciones.
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4.5 Bases moleculares, citologicas y fisiopatoldgicas de la

enfermedad de Pompe
4.5.1 Genética de la enfermedad de Pompe

La EP es una enfermedad hereditaria causada por una mutacion en el gen de la
GAA, localizado en el brazo largo del cromosoma 17 (locus 17¢25.2-g25.3) °**. GAA es
el unico gen conocido asociado con GSD I1'y su modo de herencia es autosémico recesi-
VO.

El gen esta completamente caracterizado (Tabla 1.2). EI ADNc tiene una longitud
~ 3,6 kb, conteniendo 2.856 pb de secuencia codificante con una region 5' no traducida de
218 pb (ex6n 1) y una region 3' no traducida de 555 pb™ ". El gen estructural completo
(incluyendo las secuencias no codificantes/intronicas) tiene una longitud de =28 kb y con-
tiene 20 exones’* ™,

sxov DR xoneneL PXIMEMOS BOmMer og

EXON ADNCc INTRON
1 >187 — 187 CGGgtagag tctcccgcagGCC 2800
2 578 188-765 ACGagtgggc tctcttctagATC 600
3 146 766-911 GCTatgagt tgtcccgcagGCT 1850
4 166 912-1077 ACGgtacag gcatgtccagCCC 84
5 97 1078-1174 TGGgtaagc tccettccagATG 350
6 120 1175-1294 TGGgaggg tggcctgcagGAT 80
7 119 1295-1413 CTGgtgagt tgtgctgcagGAC 88
8 132 1414-1545 GTGatgtgt ctcttcccagGAT 1120
9 11 1546-1656 AAGgtaggg cgttgtccagGTA 670
10 114 1657-1770 ATTgtaagt tctcttgcagGAC 101
11 85 1771-1855 CTGgtcagc cctcttccagGGG 820
12 118 1856-1973 CAGgtgagg accaccccagGGC 600
13 134 1974-2107 CAGgtaagc gccctcccagAAA 139
14 152 2108-2259 CTGgtaggg tgccetgcagCCC 190
15 149 2260-2408 GGAgtgagt ccccttgcagGTT 3600
16 142 2409-2550 ACGgtgagt ctcectccagGTG 450
17 150 2551-2700 CAGgtacct ccctttccagGGC 650
18 165 2701-2865 AATqgtgagt ctcggcccagAAC 350
19 153 2866-3018 AAGgcaaga ctctttccagGTC 550
20 606 3019-3624

Tabla 1.2. Caracterizacion del gen GAA ™.

En el ANEXO I se presenta la secuencia completa del gen GAA.
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La mayoria de los pacientes son “heterocigotos compuestos”, es decir, que han
heredado dos mutaciones diferentes que al estar juntas dan lugar al desarrollo de la enfer-
medad. Hasta la fecha, se han identificado casi 300 mutaciones diferentes, aunque no
todas se consideran patogénicas’® ”’. Cada dia se identifican nuevas mutaciones.

El Pompe Center at the Erasmus University de Rotterdam, en los Paises Bajos,
mantiene un registro actualizado de todas mutaciones que dan lugar a la enfermedad ™. La
lista actualizada puede encontrarse en la web www.pompecenter.nl (ANEXO II).
Aproximadamente el 63% de ellas conducen a la pérdida total de actividad GAA, el 12%
a una deficiencia parcial, y el 25% son no patogenas " .

La lista completa de mutaciones es larga, sin embargo no todas son igualmente
prevalentes y, aunque algunas son mas comunes, la mayorfa son mutaciones privadas®®®.

Entre las mutaciones mas prevalentes podemos destacar:

e -32-13T>G, IVS 1(-13 T-G) 6 IVS1-13T>G

Es la mutacién mas comun en Europa y se encuentra en mas de la mitad de los pa-
cientes de raza blanca®®. Es una mutacion tipica de la variedad del adulto, de hecho,
el 71% de los pacientes heterocigotos compuestos con ésta variedad de la enferme-
dad, incluyendo todas las etnias, presentan esta mutacion.

Se trata de una transversion de Timina a Guanina en la posicion -13 del sitio aceptor
del intrén 1 del gen, originando splicing alternativos®’: transcritos aberrantes en los
gue queda suprimido el primer exon codificante, el exdn 2; y transcritos completos
(=10%) *** con la informacion adecuada para producir la enzima funcional®.

Este mecanismo particular, es responsable de la escasa, pero significativa, actividad
enzimaética residual presente en estos pacientes, lo que explica la expresion fenotipi-
camente tardia de la enfermedad®® #’.

A este respecto seria de gran interés seguir profundizando en el analisis cuantitativo
de la abundancia del ARNm-GAA para obtener conclusiones sobre la expresion
génica, la tasa de splicing eficiente y la correlacién fenotipica de los pacientes 1VS1.

e 1935C>A 6 Asp645Glu

Se encuentra en un gran porcentaje (hasta el 36%) de los recién nacidos con EP de
Taiwan y parte de China® ® siendo ésta la enfermedad por almacenamiento de
glucogeno mas prevalente en estas poblaciones®* ®% %,



http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&ie=UTF-8&sl=en&tl=es&u=http://www.pompecenter.nl/en/%3FMolecular_aspects:Mutations&rurl=translate.google.es&twu=1&usg=ALkJrhjATNfX_uy49tILh72dgjWYIqc7gw
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Esta mutacion es una transversion de Citosina a Adenosina en la posicion 1935 del
exon 14 (C1935A), cercano al extremo 5°, que provoca la sustitucion de acido gluta-
mico en la posicion 645 por &cido aspértico (Asp645Glu), dando lugar a una reduc-
cion dréstica de la actividad a-Gal en estos pacientes y, por lo tanto, a la forma infan-
til de la enfermedad®* .

¢ 2560C>T 6 Arg854X

Se trata de la mutacion més prevalente en las poblaciones de origen africano, con una
frecuencia alélica de 0,43 entre los afroamericanos con GSD-11 "°.Es una mutacion
sin sentido en el exdn 18, una transicion de Citosina a Timina que produce un codén
de stop en la posicién 854 de la proteina, donde debiera codificarse el aminoécido
Arginina (Arg854X). La transicion se produce en un dinucleétido CG, un punto sus-
ceptible a mutaciones recurrentes™.

Se sintetiza una proteina truncada que se elimina y se pierde rapidamente, por lo que,
si se encuentra en homocigosis, da lugar a la variedad infantil mas grave de la enfer-
medad. Sin embargo, resulta mucho mas frecuente encontrarla en heterocigosis en
pacientes con las variantes juvenil-adulta de la EP, sobre todo en los de ascendencia
africana.

e Delecion del exon 18 (Aexon18) 6 2481+102_2646+31del 6 Gly828_ Asn882del
El mecanismo de esta delecion consiste en la pérdida del ex6n debido a la existencia
de dos secuencias idénticas que se repiten (AGGGGCCG) localizadas, la primera, a
partir del nucle6tido 102 tras el ex6n 17 (intron 17), y la segunda, a partir del nucled-
tido 32 tras el ex6n 18 (intrén 18). Posiblemente durante los procesos de replicacion
del ADN se produce una recombinacién desigual que trae consigo la pérdida del
exon (Figura 1.6) *°.

31nt
- EXON 17  [----- 792 % """"""" EXON 18 K’"'
AGGGGCCG AGGGGCCG

Figura 1.6. Mecanismo de delecion del exon 18.

La pérdida del exdn supone la ausencia de sintesis de la enzima, lo que deriva en la
forma infantil grave de la enfermedad.
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* 525delT (A525T) 6 Glul76fsX45

Consiste en la delecién de un par de bases (T=A) en la posicién 525, lo que conduce
a una modificacion del marco de lectura (frameshift - fs) ocasionando la terminacién
prematura de la sintesis de la proteina, de forma que no llega a producirse ninguna
actividad enzimatica. Su presencia en homocigosis es responsable del desarrollo de la
variedad infantil®.

Se ha especulado que el efecto fundador puede ser responsable de algunas de las
mutaciones mas frecuentes, siendo ésta una hipétesis ampliamente respaldada tanto por
las pruebas que aporta la genética de poblaciones como por muchos autores en numerosos
trabajos79' 89, 96, 97

Se ha tratado en muchas ocasiones de establecer una adecuada correlacion genoti-
po-fenotipo global, pero adn no ha logrado conseguirse®. Desde el punto de vista molecu-
lar, muchos de los mecanismos genéticos no se conocen con exactitud, y desde el punto
de vista clinico, se observa una gran heterogeneidad entre pacientes con un genotipo simi-
lar (a excepcion de la presencia de dos mutaciones nulas, lo que resulta en una ausencia
total de actividad enzimatica y fenotipos similares).

Asi, la ausencia de correlacion genotipo-fenotipo para la mayoria de las mutacio-
nes sugiere una fisiopatologia compleja de la enfermedad y unas bases moleculares aun
complejas para nosotros.

La Unica correlacion posible que puede establecerse es la centrada no en propia
mutacion genética sino en la actividad enzimatica residual, y aun asi existen unos marge-
nes oscuros entre los limites que separarian a las diferentes variedades. En funcion de
esto, si es cierto que determinadas mutaciones son mas 0 menos prevalentes para determi-
nada variedad. Es el caso de las mutaciones que anteriormente hemos descrito y que estan
bastante bien caracterizadas, siendo muy caracteristicas de variedades concretas y, aunque
no de forma estricta, si que presentan ciertos rasgos fenotipicos “tipicos”, que podrian
constituir un principio de correlacion genotipo/fenotipo.

Lo cierto es que los investigadores aun estan aprendiendo acerca de la patologia
molecular de la enfermedad y, lo que también es de vital importancia, los factores tanto
genéticos como ambientales que pueden influir en su progresion y sus resultados.
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4.5.2 Sintesis y maduracion de la a-Glucosidasa &cida (GAA)

Puede resultar de interés hacer una breve referencia a la conformacion de la GAA,
pues es su alteracion estructural y/o funcional desencadenara el proceso patoldgico en la EP.

La enzima lisosomal a-glucosidasa acida (GAA - EC 3.2.1.3), a pH acido (=5.4),
hidroliza las uniones a-glucosidicas, tanto 1-4 como 1-6, de la molécula de glucdgeno,
presentando asimismo, una capacidad mas o menos limitada de hidrolizar maltosa e iso-
maltosa™ 1%

La secuencia de aminoacidos que componen la estructura primaria de la enzima se
presenta en la Figura I.7:

10 20 30 40 50 60 70 80

MGVRHPPCSH RLLAVCALVS LATAALLGHI LLHDFLLVPR ELSGSSPVLE ETHPAHQQGA SRPGPRDAQA HPGRPRAVPT

90 100 110 120 130 140 150 160

QCDVPPNSRF DCAPDKAITQ EQCEARGCCY IPAKQGLQGA QMGQPWCFFP PSYPSYKLEN LSSSEMGYTA TLTRTTPTEFF

170 180 190 200 210 220 230 240

PKDILTLRLD VMMETENRLH FTIKDPANRR YEVPLETPHV HSRAPSPLYS VEFSEEPFGV IVRRQLDGRV LLNTTVAPLF

250 260 270 280 290 300 310 320

FADQFLQLST SLPSQYITGL AEHLSPLMLS TSWTRITLWN RDLAPTPGAN LYGSHPFYLA LEDGGSAHGV FLLNSNAMDV

330 340 350 360 370 380 390 400

VLQPSPALSW RSTGGILDVY IFLGPEPKSV VQQYLDVVGY PFMPPYWGLG FHLCRWGYSS TAITRQVVEN MTRAHFPLDV

410 420 430 440 450 460 470 480

QWNDLDYMDS RRDFTEFNKDG FRDFPAMVQE LHQGGRRYMM IVDPAISSSG PAGSYRPYDE GLRRGVFITN ETGQPLIGKV

490 500 510 520 530 540 550 560

WPGSTAFPDF TNPTALAWWE DMVAEFHDQV PFDGMWIDMN EPSNFIRGSE DGCPNNELEN PPYVPGVVGG TLQAATICAS

570 580 590 600 610 620 630 640

SHQFLSTHYN LHNLYGLTEA TASHRALVKA RGTRPFVISR STFAGHGRYA GHWTGDVWSS WEQLASSVPE ILQFNLLGVP

650 660 670 680 690 700 710 720

LVGADVCGFL GNTSEELCVR WTQLGAFYPF MRNHNSLLSL PQEPYSFSEP AQQAMRKALT LRYALLPHLY TLFHQAHVAG

730 740 750 760 770 780 790 800

ETVARPLFLE FPKDSSTWTV DHQLLWGEAL LITPVLQAGK AEVTGYFPLG TWYDLQTVPV EALGSLPPPP AAPREPAIHS

810 820 830 840 850 860 870 880

EGQWVTLPAP LDTINVHLRA GYIIPLQGPG LTTTESRQQP MALAVALTKG GEARGELEFWD DGESLEVLER GAYTQVIFLA

890 900 910 920 930 940 950

RNNTIVNELV RVTSEGAGLQ LQKVTVLGVA TAPQQVLSNG VPVSNFTYSP DTKVLDICVS LLMGEQFLVS WC
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Estructura primaria

Procesamiento

Estructura primaria

Péptido sefial

952 aminoacidos

1al 27 (27 aa)

ESTRUCTURA DE LA a-GLUCOSIDASA ACIDA LISOSOMAL (GAA)

110 kDa

molecular
Propéptido 28 al 69 (42 aa)
Cadena 70 al 952 (883 aa)
Cadena 123 al 952 (830 aa) Fosrm/ae;‘;‘g?"';‘smlf‘ggra
Cadena 204 al 952 (749 aa) Fosrm/ae;‘;‘g?";‘omlf‘ggra
Posiciones clave Centro activo Asn 518
Centro activo Glu 521
Zg?cigzisgtejsnales Glicosilacion Asn 140 N-acetil-Glucosamina
Glicosilacion Asn 233 N-acetil-Glucosamina
Glicosilacion Asn 390 N-acetil-Glucosamina
Glicosilacion Asn 470 N-acetil-Glucosamina
Glicosilacion Asn 652 N-acetil-Glucosamina
Glicosilacion Asn 882 N-acetil-Glucosamina
Glicosilacion Asn 925 N-acetil-Glucosamina

Puente disulfuro Cys 82 « Cys 109

Puente disulfuro Cys 92 « Cys 108

Puente disulfuro Cys 103 « Cys 127

Tabla 1.3. Principales caracteristicas estructurales de la GAA

La estructura primaria de la GAA ha podido conocerse mediante clonacion molecular
y analisis de la secuencia de su ADNc'*%, Esta estructura primaria consiste en una proteina
de 952 aminoacidos con un peso molecular aparente de 110 kDa que contiene, a su vez, siete
puntos potenciales de glicosilacion (Asn-X-Thr/Ser - donde X puede ser cualquier residuo
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excepto Pro) con fosforilacion en alguno de los oligosacéridos, siendo los residuos de manosa
los mas importantes al dar lugar a la manosa 6P (M6P)'% % Ademés de la glicosilacién y la
fosforilacion, la maduracion de la GAA requiere de un procesamiento proteolitico, tanto en el
extremo amino como en el carboxilo terminal. Se origina en primer lugar una especie molecu-
lar intermedia de 95kDa que posteriormente contina escindiéndose hasta obtenerse como
resultado dos especies lisosomales de 76 y 70 kDa'%" 1% 107,

Resumimos en la Tabla 1.3 las principales caracteristicas estructurales de la GAA.

Los modelos de disefio de proteinas nos muestran la GAA del siguiente modo:

Figitura 1.7. Estructura de la GAA. Estructura secundaria de la GAA (a) incluyendo los puntos de
glicosilacion (b). A partir de esta estructura esquematica se deduce la estructura de superficie de la
enzima (c), pudiendo a su vez representar la posicion que ocupa el centro activo (d, centro activo en
rojo).

El proceso de sintesis y maduracion de la enzima es complejo y ha sido desde
siempre objeto de estudio por parte de los investigadores®® 1%,
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La GAA, en comun con el resto de enzimas lisosomales, presenta un péeptido sefial
amino-terminal que permite el transporte cotraduccional con en el lumen del reticulo
endoplasmatico, donde concluye la traduccion y tiene lugar la glicosilacion (Figura 1.8).

Se disocia el
Contintia hasta terminarse ribosoma
la sintesis de proteina /-——-
Se inicia la Se remueve I A }/ \/
sintesisde Seinhibela Sereanuda la secuencia {
sintesis de  la sintesis de de senal

mRNA 5' proteina
proteina proteina 7
—» SRS - ---‘J,-
Ribosoma < ) (‘ s
{
é

Secuencia

de sefal \# n

= [5
Particula de P A
reconocimiento 45 o
de sefal

N ':
Secuencia / Carbohidrato Proteina
de senal terminada

Peptidasa de segmentada
sefial Reticulo endoplasmico rugoso

Receptor
de SRP

Figura 1.8. Esquema de la sintesis de GAA en el reticulo endoplasmatico rugoso.
SRP: particula de reconocimiento de la sefial.

La maduracion de la enzima implica dos procesos que concurren en paralelo, por
un lado la glicosilacion y por otro la maduracién proteolitica (Figuras 1.9 y 1.10 respecti-
vamente).

La N-glicosilacién es uno de los eventos mas importantes en la modificacion pos-
traduccional de la GAA. La fosforilacion de residuos de manosa garantiza el transporte
eficiente de la enzima a los lisosomas a través del receptor de manosa-6-fosfato
(MBPR)IOQ, 110

Durante la traduccion, en el reticulo endoplasmatico, incluso antes de que la pro-
teina se haya plegado completamente, ya comienza el proceso de glicosilacion (Figuras
1.8 y 1.9)" 12 | os residuos de asparragina en la secuencia Asn-X-Ser/Thr (X cualquier
aminoacido excepto prolina) son los sitios potenciales para la fijacion de las cadenas late-
rales de carbohidratos N-vinculadas (N-glicosilacion) que se transfieren en bloque desde
el dolicol-pirofosfato'® 3, Sin embargo, no se utilizan todos los sitios potenciales de
glicosilacion. Después de la eliminacion de los tres residuos de glucosa terminal de la
cadena de oligosacarido precursor en el reticulo endoplasmatico™* **°, la GAA adquiere la
M6P, marcador de reconocimiento como sefial lisosomal''®. Esto se logra mediante la
accion concertada de dos enzimas™’” 8 la UDP-N-acetilglucosamina-fosfo-transferasa
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que transfiere N-acetilglucosamina-1-P del UDP-N-acetilglucosamina a residuos especifi-
cos de manosa en la proteina lisosémica para dar lugar a un intermediario fosfodiester.
Entonces, otra enzima, una fosfodiesterglucosidasa, separa el residuo N-
acetilglucosamina. El resultado es la presencia de un residuo de M6P en la proteina, que
constituye un marcador de reconocimiento para la union a un receptor de alta afinidad por
esta manosa, presente en las membranas de la porcion trans del aparato de Golgi. Tras la
union de la enzima al receptor tiene lugar un proceso de evaginacion de la membrana del
Golgi que da lugar a una vesicula donde esta contenida la enzima lisosomal y que se in-
corpora a la ruta endocitica. En este trafico prelisosomal, se produce la actuacion de pro-
teinas de membrana v-ATPasas (bombas de protones) que van disminuyendo gradualmen-
te el pH hasta que los receptores pierden afinidad por la M6P quedando libres las hidrola-
sas (Figura 1.9b). Los receptores de M6P regresan al Golgi para unirse a nuevas molécu-
las-ligando iniciando un nuevo ciclo.

Finalmente son siete los puntos de glicosilacion (indicados en la Tabla 1.3) y aun-
que la pérdida de dichos puntos no parece afectar de forma significativa a la actividad
enzimatica final, la ausencia de glicosilacion en la Asn-233 si interfiere notablemente con
la formacion de la enzima madura y por lo tanto es imprescindible para una actividad a-
glucosidasa normal**.

Por otra parte tiene lugar la maduracion proteolitica de la enzima (Figura 1.10)**
119 A partir del ADNc se deduce una GAA, producto primario de traduccion, de 952 ami-
noécidos. El primer paso proteolitico ocurre entre los aminoécidos 28 y 29 por la peptida-
sa sefial que elimina el SRP (Figura 1.8). Posteriormente aparece el primer precursor iden-
tificable en las células (110 kDa) que contiene los aminoacidos 57-952, resultado de una
escision proteolitica entre los aminoacidos 56 y 57. A continuacidn, se obtiene el interme-
diario de 95 kDa, conteniendo los aminoécidos 122-952, con la peculiaridad de permane-
cer covalentemente unido mediante un puente disulfuro a un péptido de 3,9 kDa corres-
pondiente a los aminoacidos 78-113"°. Son precisas divisiones multiples para generar
estos fragmentos'®®. Las secuencias de 57-78 y 113-122 no se han encontrado en los dis-
tintos estudios realizados, al parecer, se pierden durante este proceso.

En el siguiente paso, el intermediario de 95 kDa se escinde proteoliticamente por
su extremo carboxi-terminal. Este fragmento eliminado es de 19,4 kDa (aminoacidos 792-
952) y el fragmento de 3,9 kDa permanece asociado con el producto de 76 kDa (aminoa-
cidos 122-781). En el paso final, el péptido de 76 kDa se escinde proteoliticamente cerca
del extremo amino terminal para dar el complejo final que constara de los polipéptidos:
70 kDa (aa 204-781) , 19,4 kDa (aa 792-952), 10,3 kDa (aa 122-200), y 3,9 kDa (aa 78-
113) M,
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Figura 1.10. Modelo de maduracion proteolitica de la GAA.

Tras la ruta de transporte por la red cis-trans-Golgi los péptidos individuales se
asocian para formar una estructura tetramérica que conforman la enzima ya madura, que
pasa a los endosomas y lisosomas, lista ya para actuar. Aunque algunas enzimas se dirigen
a la membrana plasmatica y se vierten al exterior, son recuperadas hacia los lisosomas a
través de la via endocitica mediada por receptores M6P que reconocen especificamente el
marcaje de M6P 120122
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4.5.3 Fundamentos del dafio citoldgico

Antes de abordar de lleno las caracteristicas citopatoldgicas que se producen en la
EP, es necesario describir el contexto en el que éstas se desarrollan. Para ello es preciso
establecer una diferenciacion entre los tipos de fibras musculares esqueléticas existentes
en el organismo y describir un proceso de vital importancia para la célula, la autofagia,
que constituye uno de los eslabones béasicos en la cadena de acontecimientos que produ-
cen el dafio celular en la EP.

4.5.3.1 Tipos de Fibras Musculares Esqueléticas

El masculo esquelético es un tejido muy heterogéneo, se compone de una variedad de
diferentes tipos de fibras que pueden ser definidas de acuerdo a distintos parametros. Las pro-
piedades generales de un masculo son el resultado de la combinacién de las propiedades indi-
viduales de los diferentes tipos de fibras y la proporcion en la que se encuentran cada una de
éstas'®,

Inicialmente, las fibras musculares se clasificaron segun la velocidad de contraccion,
y su resistencia, en musculos de contraccion rapida/baja-resistencia y musculos de contraccion
lenta/alta-resistencia'?*. Esta division también se corresponde con una diferencia morfoldgica,
ya que los musculos de contraccion rapida presentan una coloracion blanca en algunas espe-
cies (especialmente aves) y los masculos de contraccion lenta son generalmente rojos. El en-
rojecimiento es el resultado de la existencia de altas cantidades de mioglobina y una alta capi-
laridad"**. La mioglobina y el mayor contenido de capilares en los mésculos rojos contribuye
a una mayor capacidad oxidativa en comparacién con los musculos blancos. Por otra parte, el
analisis histologico muestra que existe una correlacion entre la actividad de la ATPasa de
miosina (MATPasa) y la velocidad de contraccion muscular®®. Este analisis histoquimico
condujo a la division original de las fibras musculares en el Tipo | (Rojas/Lentas/Alta-
resistencia) y Tipo Il (Blancas/Rapidas/Baja-resistencia).

Por otra parte, la identificacién de las distintas isoformas de la cadena pesada de mio-
sina también permiten clasificar las fibras musculares, y a su vez, éstas se correlacionan con
las diferentes isoformas de mATPasa'?. Las tres isoformas de miosina se identificaron origi-
nalmente como MHCI, MHCIlay MHCIIb y las tres isoformas de la mATPasa como |, llay
Ilb. Asi, de forma clasica y segun estas observaciones, las fibras musculares se han clasificado
como fibras de tipo I, 1Ay 1IB (Tabla 1.4).
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CLASIFICACION DE LAS FIBRAS MUSCULARES

Tipo de Isoforma de

Fibra Contractibilidad Color mATPasa Cadena pesada Metabolismo
Muscular de Miosina

Tipo | Lenta Rojo I MHCI Oxidativo

. - . Glucolitico-
Tipo lIA Rapida Rojo A MHClla Oxidativo
Tipo 1B Réapida Blanco 1B MHCIIb Glucolitico

Ademas, andlisis histoquimicos muestran diferente patrén enzimaético en los distintos
tipos de fibras musculares, lo cual refleja un metabolismo energético caracteristico de cada
tipo de fibra, poniendo de manifiesto vias metabdlicas aerdbicas/oxidativo o anaerobi-
cas/glicoliticas'*®. De este modo se establece una clasificacion que converge con los tres tipos
de fibras: de contraccion rapida glucolitica (FG), de contraccion rapida oxidativas (FOG), y de
contraccion lenta oxidativas (SO) (Tabla 1.4).

Es de vital importancia tener en cuenta esta clasificacion de las fibras musculares,
puesto que la deficiencia enzimatica de la GAA, base de la EP, no afectara por igual a
todos los tipos dependiendo del contexto metabdlico y energético en que tenga lugar.

Asi, los dos principales tipos de metabolismo de estas células son*?"*2°;
= Metabolismo anaerobico: basado principalmente en las vias cataliticas de la
fosfocreatina a creatina y el glucdgeno muscular a lactato.

= Metabolismo aerdbico: basado principalmente en el metabolismo oxidativo
de los acidos grasos (procedentes de los triglicéridos almacenados en tejido
muscular y adiposo) y la glucosa (procedente en primer lugar del glucogeno
intracelular, pero la importancia de la glucosa extracelular aumenta con la
duracion del ejercicio).
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De forma esquematica podemos resumir las caracteristicas metabdlicas de los dis-
tintos tipos de fibras musculares en la siguiente Tabla

130-135.

Actividad Metabolitos Metabolismo del glucégeno
ATPasade . . .  _ . ..
Miosina Mioglobina Triglicéridos Glucogeno GAA
Tipo | + +++ +++ ++ ++ +++
Tipo IIA TFar +++ + Tty ++ +
Tipo IIB +++ + + ++ + i

Metabolismo glucolitico Metabolismo oxidativo Metabolismo

PFK GP-DH SDH Citayc 3HADH |° '

o Aerobio/

P JOxidativo
. Anaerobio/

Tipo 1IB /Glucolitico

Tabla 1.5. Propiedades metabdlicas de los distintos tipos de fibras musculares.
GP: Glucégeno fosforilasa; PFK: Fosfofructoquinasa; GP-DH: Glicerofosfato deshidrogenasa;
SDH: Succinato deshidrogenasa; Cita y ¢: Citocromos a y ¢; 3-HADH: 3-Hidroxiacil deshidrogenasa
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4.5.3.2 Citopatologia de la enfermedad de Pompe

La enfermedad de Pompe se ha estudiado extensamente en las ultimas décadas,
pero todavia no estd completamente claro como el defecto primario (la acumulacion intra-
lisosomal de glucdgeno) lleva a la destruccion profunda del masculo esquelético.

La idea predominante durante muchos afios ha sido que las celulas musculares tie-
nen poco espacio para soportar el aumento de volumen que sufren los lisosomas como
consecuencia del acumulo de glucégeno no degradado; por lo que el dafio muscular se
produce cuando este aumento de volumen conduce a un aumento de tension y el esfuerzo
mecénico al que se somete la célula supera la capacidad de resistencia de las membranas,
celular e intracelular, conduciendo a su ruptura™®. Sin embargo, los Gltimos estudios tien-
den a pensar que esta vision resulta incompleta y que tiene mayor importancia el fracaso
del proceso de autofagia observado mas recientemente tanto en pacientes con EP como en
ratones GAA-knock-out.

Ademaés, ha quedado demostrado que la deficiencia de una Unica enzima lisosomal
(GAA) conduce a una disfuncién vacuolar global y a un trafico vesicular anormal tanto en
la via endocitica como en la autofagocitica.

AUTOPHAGY PHAGOCYTOSIS

Bacterium

Endoplasmic reticulum

Mitochondrion

Autophagosome

Phagolysosomes

Figura I.11. Autofagia frente a fagocitosis
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Este defecto en la autofagia, conlleva una acumulacién de autofagosomas que en
altimo término llega a interrumpir el aparato contractil de las fibras musculares, y ademés
parece interferir con la terapia de reemplazo enzimatico, actuando como sumidero para la
enzima recombinante evitando su integracion eficiente en el sistema lisosomal.

Estas observaciones parten de los Gltimos ensayos clinicos donde ha quedado re-
gistrado el éxito del tratamiento con rhGAA respecto a las anomalias cardiacas, pero no
para el problema muscular®*”*®, La cuestion es que la situacion en el musculo esqueléti-
co es mas compleja y también se hara referencia a ella en el apartado 1.7. Tratamiento.

Figura 1.12. Autofagosomas en las
fibras musculares.

Los autofagosomas retienen los mate-
riales que no pueden degradarse y su
acumulacion interrumpe la estructura
muscular, produciendo defectos en la
contraccion muscular normal.

Partiendo de ratones GAA-knock-out, se observa que tras un periodo de tratamien-
to con rhGAA, las fibras musculares tipo Il (de metabolismo glucolitico) habian elimina-
do el exceso de glucégeno de una forma significativamente menos eficiente que las fibras
tipo | (de metabolismo oxidativo), especialmente las de tipo 11b™% %, Esta “resistencia al
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tratamiento”, manifestado en la escasa respuesta de las fibras musculares tipo 11 a la susti-
tucion enzimatica es sorprendente, ya que en los animales no tratados, el acimulo de
glucdgeno en las fibras tipo 1l es significativamente menor que en las células cardiacas o
las fibras Tipo 1'% 132,

La clave parece encontrarse en el hallazgo que pone de manifiesto la presencia de
grandes areas de autofagia en fibras musculares tipo Il deficientes en GAA.

La autofagia es un proceso de degradacion lisosomal de proteinas de vida larga y
organulos dafiados. En la macroautofagia (en adelante denominada autofagia), vesiculas
de doble membrana, los autofagosomas, secuestran citoplasma y organulos dafiados. El
autofagosoma se fusiona con los endosomas, dando lugar a los anfisomas que posterior-
mente se fusionan con los lisosomas donde se completa la degradacion del contenido del
autofagosoma*! 142,

La autofagia es un mecanismo de supervivencia critica en condiciones de priva-
cion de nutrientes y parece jugar un papel importante en el recambio proteico basal**. En
condiciones normales, autofagosomas y anfisomas son rapidamente degradados por los
lisosomas, y su contenido se recicla.

Por el contrario, en las fibras musculares tipo Il obtenidas de ratones GAA-knock-
out, se ha observado una acumulacion significativa de autofagosomas. Grandes regiones
no contractiles que contienen abundantes autofagosomas de doble membrana son clara-
mente visibles en este tipo de fibras por microscopia electronica (Figura 1.12) **. En las
fibras tipo I, por el contrario, s6lo se observan un pequefio niUmero de autofagosomas ais-
lados.

Estos resultados pueden ser confirmados al usar microscopia confocal marcando
las fibras con anticuerpos contra diferentes proteinas propias de lisosomas, endosomas y
autofagosomas, observandose anomalias en su ndmero, volumen vy distribucién (Figura
1.13)*,

Otro dato de interés revelado en los Ultimos estudios hace referencia a la disposi-
cion que presentan los lisosomas en los distintos tipos de fibras musculares. Por un lado,
en las fibras tipo | se disponen en largos tramos, quedando interconectados y en estrecha
relacién con el Golgi; no siendo asi en las fibras tipo Il donde existe un sistema indepen-
diente de vesiculas individualizadas. Esta distribucion responde al metabolismo principal
de cada uno de los tipos de fibras, ya que la velocidad de reaccion, la capacidad energética
y las necesidades propias del tipo de contraccion son diferentes.
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Figura 1.13. Imagenes de microscopia confocal de mioblastos tefiidos para Lampl (proteina de
membrana asociada a lisosomas).

[A] o transfectadas con GFP-Lamp1l (Lamp 1 asociada a la proteina verde fluorescente).

[B] que muestran el aumento en el nimero de endosomas tardios y lisosomas en los animales
knock-out (KO) respecto a los silvestres (WT).

[C] El aumento de volumen de los endosomas tardios en KO se confirma por el tamafio de las es-
tructuras doble positivo Lamp1 (rojo)/receptor de manosa-6-fosfato-cation independiente (CI-MPR)
(color verde).

De este modo, en los animales KO los lisosomas de las fibras tipo | generan una
estructura de forma tubular y, por el contrario, en las fibras tipo 1B KO, se distribuyen a
lo largo de la fibras sin presentar conexion (Figura 1.14) **. Esta disposicion lisosomal
tiene su reflejo en el sistema autofagosdémico de modo que existe una incapacidad de los
autofagosomas para fusionarse y evolucionar hasta asociarse con los lisosomas que de-
graden y reciclen su contenido. Asi, finalmente, los autofagosomas se acumulan y se con-
vierten en un depdsito de desperdicios y material celular indtil e incluso toxico, que acaba
afectando a la correcta estructura y funcion celular.
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el interior de una fibra muscular Tipo Il
KO.

Es bien sabido que la privacién nutricional induce autofagia, presumiblemente para
proveer de sustratos al metabolismo energético'®’. Asi, un aumento de la autofagia en el
musculo esquelético deficiente en GAA, plantea la intrigante posibilidad de que el fracaso al
digerir el glucdgeno lisosomal a glucosa podra crear un circulo vicioso al privar a las células
musculares de una fuente de energia que les resulta imprescindible. Sin embargo, sélo en las
fibras KO tipo Il se observan grandes acumulos de autofagosomas, lo que sugiere que la pa-
togénesis de la enfermedad en los dos tipos de fibras es muy diferente. El papel de la GAA en
las fibras tipo Il podria asemejarse al desarrollado por esta enzima en higado y corazén duran-
te el periodo postnatal inmediato cuando hay una demanda masiva de liberacion de glucosa™.

Cytoplasm
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Figura 15. Degradacion autofagica de glucdgeno.

La autofagia de glucégeno en el per-
fodo neonatal es un mecanismo accesorio de
suministro de glucosa bajo condiciones de
demanda masiva de produccion de este azlcar.
En estos casos, la degradacion hidrolitica en
las vacuolas de autofagia asiste a la degrada-
cién fosforolitica en el citoplasma para comba-
tir la hipoglucemia*****!, Asi, durante este
periodo, aumenta dramaticamente la actividad
GAA, vy la degradacion autofégica-lisosomal
de glucogeno a glucosa proporciona la energia
necesaria para satisfacer los requerimientos
metabdlicos.
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De este modo, la sucesion de acontecimientos que desencadenan la citopatologia
basada en la alteracion de la autofagia podria resumirse de la siguiente forma:

La digestion deficiente de glucogeno produce, por un lado, una acumulacién
intralisosomal del polisacarido, y por otro, un “hambre celular”, estimulando una
fuerte respuesta autofagica que, junto con la incapacidad de las vesiculas para
fusionarse y descargar su contenidos en los lisosomas, lleva a una acumulacion
continua de autofagosomas y de “basura biologica” dando lugar a una desorgani-
zacion importante de la estructura de los microtdbulos, y por tanto a graves alte-
raciones del trafico vesicular, produciendo la destruccion de la arquitectura celu-
lar asi como un dafio celular intenso y mas o menos irreversible (Figura 1.16).

DEFICIT DE Glucégenono
-

puede
GAA degradarse
Acumulacién ‘ "Hambre
intralisosomal “ © celular"
- Estimulacion d Estimulacion del
Destruccion de SI imu a(f:lor,] € catabolismo de ==
laarquitectura aautofagia | reservas

celular |
A A

Acumulacion de
autofagosomas

Desorganizacion
del sistema
vesicular

Figura 1.16. Esquema del proceso autofagico en la enfermedad de Pompe
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Aungue el protagonismo del dafio autofagico en la biologia celular de la EP ha si-
do toda una revelacion, las observaciones realizadas a lo largo de todos estos afos, asi
como revisiones actuales de la citopatologia de la enfermedad, no pueden otorgar exclusi-
vidad a este proceso como desencadenante de todas las alteraciones estructurales y fun-
cionales que sufren las fibras musculares. Asi, parece ser que la autofagia tiene una mayor
importancia en los casos en los que la EP se presenta como una forma del adulto, siendo
la acumulacion autofagica minima en las formas infantiles donde las alteraciones y roturas
lisosomales parecen ser la principal causa de morbilidad celular.

La antigua hipdtesis presentada por Christian de Duve y aplicada a la enfermedad
de Pompe por JL Griffin en 1984'*® ha sido actualizada con posterioridad por B. Thurberg
y sus colaboradores sobre una base de datos mas recientes y con las nuevas técnicas de
microscopia electronica™*® %2,

Al caracterizar la progresion de la enfermedad en lactantes, estos autores propusie-
ron cinco etapas:

Las células con enfermedad en estadio temprano contienen lisosomas pe-
quefos, cargados de glucogeno, situados entre las miofibrillas que se man-
tienen intactas (Etapa 1). El glucégeno se sigue acumulando, y los lisosomas
cargados de glucégeno aumentan en tamafio y nimero. En algunas zonas, el
glucogeno se filtra desde los lisosomas hacia el citoplasma y tiene lugar la
fragmentacion de las miofibrillas (Etapa 2). En la Etapa 3 las células con-
tienen numerosos lisosomas llenos de glucdgeno que ejerciendo presion
sobre el resto de estructuras celulares. Algunas membranas lisosomales de
estas células finalmente se rompen vertiendo méas glucdgeno en el citoplas-
ma. En la Etapa 4, la mayoria del glucdgeno es citoplasmatico y los elemen-
tos contractiles de la célula han quedado completamente desplazados. En la
Etapa 5 las células aparecen hinchadas al parecer debido a la infiltracion de

agua que acomparia al acumulo intracelular de glucégeno (Figura 1.17) *.
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Etapa 1.

= Glucbgeno
lisosomal

= Minima
miopatia

Etapa 2.

= |Incremento de
glucogeno
lisosomal

= Glucégeno
citoplasmatico
irregular

Etapa 3.

= Glucbgeno
lisosomal
denso

= Incremento
citoplasmatico
de glucdgeno

= Severa miopatia y
alteracion del
sistema fibrilar

Etapa 4.
= Disminucién
del glucdgeno
lisosomal

= Incremento
citoplasmatico
de glucdgeno

Etapa 5.
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del glucégeno
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= Edema celular //
/l'infliltracion de
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= Pérdida completa
del sistema fibrilar
y estructura
sarcoplasmica

Figura 1.17. Modelo de las 5 etapas de Thurberg.
La acumulacion lisosomal de glucégeno y la ruptura de estos organulos serian la principal causa de la
citopatologia de la EP. El proceso se dividiria en 5 etapas consecutivas hasta originar el dafio celular

més grave que conduce a la destruccién de todas las estructuras contréctiles de la fibra muscular**’
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Esta descripcidn, sin embargo, cred la impresion de que el aumento en el nimero
y volumen de los lisosomas y su ruptura constituia el principal factor universal desenca-
denante de la EP. Sin embargo, al igual que ocurre con el proceso patolégico de la autofa-
gia, no puede considerarse como la hip6tesis absoluta.

De esta forma, la idea que engloba ambas posturas (la hipotesis lisosomal y la
hipotesis autofagica) parece ser la més valida para explicar el fundamento citopatoldgico
de la enfermedad, aunque ambos procesos no suelen presentarse juntos en la misma fibra
muscular e incluso cada uno de ellos parece ser predominante en cada una de las dos
formas de la EP. De este modo, en los recién nacidos no tratados, la ruptura lisosomal
parece la causa més probable de lesidbn muscular, mientras que en pacientes no tratados de
inicio tardio la descoordinacién de la autofagia parece ser el mecanismo de destruccion
principal de la fibra muscular.

Esto explica también las diferencias observadas al tratar a los pacientes de las dis-
tintas variantes de la enfermedad, ya que la sustitucion enzimatica muestra una alta efecti-
vidad anulando el mecanismo patologico de acimulo y ruptura lisosomal (base citopa-
toldgica de la forma infantil), pero en cambio, resulta muy poco eficaz frente al dafio pro-
ducido por el proceso autofagico (base citopatologica de la forma del adulto). (Véase
1.7.2 Tratamiento de sustitucion enzimatica)

Como conclusion podemos decir que, la citopatologia de la EP esta fundamentada
en la coexistencia de dos mecanismos de alteracion celular, la ruptura lisosomal con acu-
mulacion de glucogeno y la alteracion del proceso autofagico, que participan en mayor o
menor medida en la destruccion de la estructura de la fibra muscular segun el tipo de fibra
y la variedad de la EP que se trate.
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4.5.4 Fisiopatologia de la enfermedad de Pompe.
Sintomatologia y evolucion de la enfermedad

Una vez descritos los mecanismos y procesos patoldgicos que tienen lugar a nivel
molecular y celular, pasaremos a describir los signos y sintomas clinicos que se derivan
de ellos a nivel orgénico y que suelen ser el primer indicio que apuntan hacia el diagnosti-
co de EP.

Todos los pacientes con EP comparten el mismo curso general de la enfermedad,
de modo que la acumulacién constante de glucégeno en los tejidos conduce a un debilita-
miento progresivo, insuficiencia de 6rganos y/o la muerte, constituyendo esta concatena-
cion de procesos el espectro de severidad de la enfermedad. Por otra parte, la gravedad
varia segun la edad de inicio, la participacion de los 6rganos, el grado y la gravedad de la

afectacion muscular (esquelética, respiratoria, cardiaca), y la tasa de progresion™.

Existe una gran variabilidad fenotipica que ha llevado a la creacion de “subtipos”
basados en la edad de aparicion y el grado de afectacion organica. Estos subtipos, formas
0 variedades ya han sido descritas anteriormente en el apartado 1.4.3 Formas de presen-
tacion de la EP, y son la forma infantil y la del adulto, donde la principal caracteristica
diferencial es la existencia o no de cardiopatia. Por ello, es necesario tener en cuenta que
estas dos variantes de la misma patologia presentan un cuadro clinico diferente que de-
termina una coleccion de sintomas y una evolucion diferente.

Los principales sintomas se resumen en la siguiente Tabla 1.6.

Por una parte, los nifios afectados, de forma general no alcanzan ciertas metas de
desarrollo como sentarse solos, gatear o caminar, aunque el desarrollo mental no se en-
cuentra afectado. La mayoria, necesitara eventualmente de la ayuda de ventilacion meca-

nica para poder respirar debido a la afeccion diafragmatica’*.

Para los adultos, la enfermedad se puede presentar con una gran diversidad de
sintomas. En muchos casos las primeras manifestaciones pueden ser la dificultad para
caminar o subir escaleras debido a la debilidad muscular progresiva que afecta principal-
mente al tronco y las extremidades inferiores™®.
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Principales sintomas de la enfermedad de Pompe

Problemas R’Ietris_o e
- Debilidad Problemas para 0S Nitos .
SINTOMAS muscular e de L motores y Uso de silla
MUSCULARES : p . ; problemas de ruedas
Hipotonia crecimiento e}s/cSaLllg:;s deportivos
como correr
SINTOMAS :
ESQUELETICOS LOFdOS.'S / Escéapula Anomalias
/ cifosis/ .
@] / escoliosis alata en pies
DEFORMIDADES
SINTOMAS Cardlol'r;uopat- o an(o)rgglsl’as
CARDIACOS . " pulmonale .
hipertréfica del corazon
SINTOMAS . Alteraciones _—
RESPIRATO- re??gg (:isos respiratorias V:Ptﬂ‘li?:(i::l)n
RIOS P del suefio
. Afectacion
SINTOMAS . p . . .
NEUROLOGICOS de I(_)s Hipotonia Dolor Aneurismas Epilepsia
reflejos
OTROS . Hlpt;elr glosw:jy Dificultades . fPe_s 0 | /Heplato/
SINTOMAS Fatiga problemas de para hablar inferior a espleno-
alimentacion normal megalia

Tablal. 6. Principales sintomas de la enfermedad de Pompe

A continuacion pasamos a repasar los diferentes signos y sintomas clinicos de la
EP dividiendo la exposicion en los principales aspectos que la definen:

= ACTIVIDAD ENZIMATICA

En general, la presentacion clinica se correlaciona con la cantidad de enzima fun-
cional presente. Los casos graves de EP infantil generalmente se asocian generalmente
con una actividad enzimatica < 1%, y la mayoria de los pacientes no tratados mueren an-
tes de cumplir 1 afio de vida. En pacientes juveniles o adultos, la actividad residual gene-
ralmente se encuentra entre el 2-40% en comparacion con controles sanos, y la sintomato-

logia y evolucion suele ser més leve y lentamente progresiva*®.
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= HISTORIA NATURAL DE LA ENFERMEDAD

Los pacientes con la forma infantil presentan en los primeros meses de vida una
grave miocardiopatia hipertréfica, debilidad muscular generalizada e hipotonia, desenca-
denandose la muerte por insuficiencia cardiorrespiratoria en torno al primer afio de vi-

dal57, 158

Recientes estudios han permitido delinear la historia natural de la EP infantil a
través del analisis de los casos actuales que se han ido reportando, asi como de los datos
bibliogréficos disponibles (Tabla 1.7

) 159 160

HISTORIA NATURAL DE LA FORMA INFANTIL DE LA EP

Inicio de los sintomas

Diagnostico

Asistencia respiratoria

2,0 meses
(rango: 0 a 12 meses)

4,7 meses
(rango: prenatal a 84,2 meses)

5,9 meses
(rango: 0,1 a 31,1 meses)

Muerte 8,7 meses
(rango: 0,3 a 73,4 meses)
Tasa de supervivencia a los 12 meses 25,7%
Tasa sin respirador a los 12 meses 16,9%
Tasa de supervivencia a los 18 meses 12,3%
Tasa sin respirador a los 18 meses 6,7%
Cardiomegalia 92%
Hipotonia 88%
_ Miocardiopatia 88%
I\ﬁgéasgse Dificultad respiratoria 78%
Debilidad muscular 63%
Dificultades de alimentacién 57%
Retraso del crecimiento 53%

Tabla 1.7. Historia natural de la forma infantil de la EP. Se detallan la media
de edad a la que aparecen los principales sintomas y el porcentaje de pacientes que
a la edad media de 4 meses presentan la principal sintomatologia.

Aquellos nifios que sobreviven méas alla4 del afio de vida no suelen manifestar
sintomas hasta después de los 6 meses, no sufren cardiopatia y presentan una mayor acti-
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vidad residual GAA. Estos nifios suelen estar encuadrados dentro de la forma adulta de la
enfermedad, a veces con el sobrenombre de “Enfermedad de Pompe juvenil” & 6%,

Hablar de la forma del adulto resulta mas complejo que en el caso de la forma in-
fantil ya que incluye varios rangos de edad. Esto es debido a que el factor de clasificacion
mas importante es la cardiopatia tipica de la forma infantil, de modo que las variantes de
la EP que se manifiestan tras los primeros meses y no presentan afecciones cardiacas que-
dan incluidas en este subtipo, encontrandose pues, pacientes desde pocos meses hasta
edades muy avanzadas.

HISTORIA NATURAL DE LA FORMA ADULTA DE LA EP
Rango de  Rango de Rzr:j%%_de Rango de Todos los
edad: edad: 6a 1é edad: FUDOS
Oalafios 1 a6 afos ~ 18 a 68 afios grup
afos
Inicio de los sintomas 3 meses 2 afios 12 afios 35 afos 24 afos
Diagnostico 3.8 afios 7 afios 17 afios 43 afos 33 afios
Asistencia respiratoria 7,5 afos 7 afios 18.5aflos 38 afios 34 afios
Uso de silla de ruedas 3.5 afos 7 afios 32 anos 49 afnos 16 afos
Muerte 6.1aflos 22.6aflos 25.1aflos 44.9afios | 24.5 afos
Problem'c_ls muspulares 79.9 %
como primer sintoma
Problema§ Resp!ratorlos 111 %
como primer sintoma
Eatlga ) 3.9 %
como primer sintoma
I?olor ) 2.4%
como primer sintoma

Tabla 1.8. Historia natural de la forma adulta de la EP. Se detallan la media de edad a la que
aparecen los principales sintomas y la distribucién porcentual de los primeros sintomas que re-
portan sufrir los pacientes. La tabla se organiza por grupos de edad debido a la variabilidad de
rangos de edad que existe dentro de esta forma de presentacién.

La forma del adulto es una variedad de la enfermedad lentamente progresiva y,
aunque la evolucién y velocidad de progresion no pueden predecirse con exactitud, la
muerte suele sobrevenir generalmente como consecuencia de una insuficiencia respirato-

ria*®?,
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Los pacientes adultos suelen presentar debilidad muscular como uno de los princi-
pales sintomas de inicio. Los signos clinicos, tales como aleteo escapular, escoliosis, difi-
cultades de ejecucion y limitacion de actividades deportivas, pueden estar presentes desde
edades tempranas®. La mayoria de estos pacientes no solicitan atencion médica hasta que
la debilidad muscular resulta funcionalmente méas significativa, lo que suele ocurrir en
edades méas avanzadas®®. Méas del 50% de los pacientes reportan sintomas de insuficiencia
respiratoria o disnea de esfuerzo como parte de su sintomatologia inicial'®%. Otras carac-
teristicas incluyen la presentacion de mialgias de esfuerzo, fatiga y, alguna vez, arritmias
cardiacas.

Al igual que lo referido para la forma infantil, podemos resumir la historia natural
de la forma del adulto en forma de tabla (Tabla 1.8) 142,

De forma gréfica, las incapacidades cotidianas que se van sucediendo a lo largo de
la vida del enfermo quedan reflejadas a continuacion:

Primeras quejas [ | ]
Problemas para correr [ | |
Diagnéstico

Problemas al subir y bajar escaleras ' [ I ]

. '
Problemas al incorporarse tras sentarse [ 1 ]

Problemas al incorporarse tras tumbarse
Problemas para caminar

Problemas para vestirse

Problemas para ir al bafio

Comenzar a utilizar ayuda para caminar | v 1 ] \ |
Comenzar a usar la silla de ruedas . ! [ I ]
Comenzar a usar ventilacion artificial

'

' T T !
} [l Il } 1 } Il I |
[0 [0 [20 |30 [40 ED [60 [0 s |

Figura 1.18. Distribucion por edad de las principales incapacidades que se van desarrollando en
el curso de la forma adulta de EP™.
Los limites de cada barra indican los percentiles 10 y 90, y la linea central la media aritmética.

= DEBILIDAD MUSCULAR Y SINTOMAS MUSCULOESQUELETICOS

La afeccion muscular es el signo clinico mas importante y caracteristico de la EP.
La participacion del sistema musculoesquelético en la EP se caracteriza por una debilidad
progresiva que conduce a la disminucion de la funcién motora, tendencia a la alteracion
postural y uso de patrones de compensacion de movimientos*®’. Pueden producirse a su
vez alteraciones musculoesqueléticas secundarias tales como contracturas, deformidad, y
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osteoporosis'®®. Las funciones motoras gruesa y fina pueden estar limitadas por la debili-
dad. En ciertas ocasiones y como Ultima fase de la enfermedad, puede verse comprometi-
da la comunicacion como consecuencia de la debilidad oral-motora que puede desarrollar-

se, de modo que el paciente queda incapacitado para hablar y expresarse®°.

La miopatia es el resultado de la acumulacién de glucdgeno en el masculo, lo que
compromete la funcién muscular y conduce a debilidad progresiva®®® 4 144 | a distribu-
cion de la debilidad muscular refleja un patron de cinturas escapular y pelviana, general-
mente simétrica y de evolucion descendente, donde los muasculos pélvicos estan mas débi-

les que los de escapula™®.

De los pélvicos, los aductores del muslo y gluteos se ven mas afectados que los
psoas'’®. A nivel femoral se afectan més los mésculos isquiotibiales. La afectacion de la
musculatura pelviana induce una marcha peculiar con desplazamiento hacia atras del pun-
to de gravedad, marcha de pato, balanceo de pelvis, hiperlordosis... Las extremidades
superiores se ven menos afectadas que las inferiores, pero de nuevo reflejan una mayor
participacion proximal-distal. Todos los fijadores escapulares (subescapular, trapecio infe-
rior y romboides) participan por igual. Hay menos participacion de los musculos del brazo
distal y una participacion moderada de los musculos flexores del cuello con preservacion
de la extension. Los muasculos abdominales y los extensores del tronco se encuentran fre-
cuentemente afectados, ademés, de forma marcadamente severa™® '"°. A medida que la
enfermedad progresa, los pacientes desarrollan las limitaciones relacionadas con la debili-
dad del anillo 6seo. Estas incluyen dificultad para levantar los brazos sobre la cabeza,
incorporarse después de agacharse, sentarse o tumbarse, saltar, subir o bajar escaleras...'®’

El desequilibrio respecto a la afectacion de los distintos masculos conduce a alte-
raciones en la postura y el movimiento, desarrollandose mecanismos compensatorios des-
tinados a neutralizar las deficiencias y contrarrestar la debilidad™. A pesar de la eficacia
inicial de las compensaciones, el uso persistente de estos mecanismos puede conducir, con
el tiempo, a desventajas biomecanicas, contracturas, y deformidad que desencadenan de-
bilidad e incapacidad crecientes®” 1'%,

= DOLORY FATIGA

El dolor y la fatiga, aunque no sean sintomas del todo especificos, son gquejas muy
comunes entre los pacientes adultos con EP. En un estudio reciente sobre la historia natural de
los pacientes adultos con EP, el 76% de los pacientes reportaba fatiga y el 46% refiri6 dolores
con frecuencia, normalmente acompafiando a la fatiga'”®. Estos dos signos no parecen estar
relacionados con la duracion o evolucién de la enfermedad, pudiendo ser tanto una manifesta-
cién inicial y desaparecer posteriormente, como aparecer mas tarde y perdurar de forma créni-
ca'’® Los calambres musculares y las mialgias también son frecuentes®’% *".
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= INSUFICIENCIA RESPIRATORIA

Conforme progresa la EP, la debilidad muscular conduce a bajos volumenes pul-
monares, tos frecuente e improductiva, alteracion de gases en sangre y trastornos respira-
torios del suefio. Estos cambios son similares a los observados en cualquier paciente con
debilidad neuromuscular subyacente, como la distrofia muscular de Duchenne y la atrofia
muscular espinal'™. Los pacientes con EP también corren un mayor riesgo de neumonia
por aspiracion.

Aproximadamente el 60% de los pacientes con EP de inicio tardio presenta una
leve reduccion de la capacidad vital (CV< 80% del teorico) y el 30-40% una reduccion
moderada (CV< 60% predicho)'™ '’®. Aunque el patron de debilidad muscular es varia-
ble, se ha observado una correlacion aproximada entre las medidas de funcién pulmonar y
debilidad muscular proximal, en particular en la implicacion diafragmatica de las extre-
midades inferiores*’®. La implicacién diafragmatica puede ser un hallazgo precoz y la
insuficiencia respiratoria es, a menudo, la primera manifestacion clinica de la enferme-
dadl77, 178.

La retencidén crénica de CO, (pCO, arterial y concentracion sérica de bicarbonato
elevadas) y la hipoxemia (disminucion de la pO, arterial y la saturacion de oxigeno) son
signos de progreso de la debilidad muscular respiratoria, apareciendo por lo general mien-

tras se duerme en primer lugar y posteriormente durante el dia'"®.

De forma practicamente inevitable se acaban desarrollando trastornos respiratorios
del suefio debido a la desventaja mecénica de la posicion en decubito supino y al efecto
del suefio sobre los mecanismos de control respiratorio. Se produce asi, una disminucién
en el tono de las vias respiratorias altas, especialmente durante el suefio REM, que puede
comprometer la ventilacion. La hipoventilacién nocturna precede normalmente a la insu-
ficiencia respiratoria durante el dia*"™ *"°,

Si la insuficiencia respiratoria progresa, el paciente no tendrd méas remedio que
adoptar medidas de asistencia respiratoria. Entre el 11% y el 25% de los pacientes adultos
requieren el uso de ventilacion invasiva, precisando ventilacion no invasiva el 29% .

* PROBLEMAS CARDIACOS Y VASCULARES

Los problemas cardiacos mas comunes en los pacientes Pompe incluyen cardio-
miopatia, insuficiencia cardiaca y arritmia. También hay un componente de disfuncion
cardiaca que contribuye a una insuficiencia respiratoria desde el punto de vista hemo-
dindmico y del impacto del tamafio cardiaco en la capacidad pulmonar.
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En la forma infantil, los efectos de la acumulacion de glucogeno son muy pronun-
ciados en el corazon. El resultado de la acumulacion del glucégeno es una hipertrofia car-
diaca significativa (entre 2 y 10 z-score para la masa ventricular izquierda) que puede
comenzar en el Utero y que, incluso a las 4-8 semanas de edad, puede ser importante. La
respuesta cardiaca a la acumulacion de glucégeno puede tener como resultado una mio-

cardiopatfa hipertrofica o una cardiopatia hipertréfica y dilatada®®*.

En las demas variantes de EP, la participacion del corazon en la patologia es va-
riable, existiendo un espectro variable en los pacientes con actividad enzimatica parcial
que va desde la ausencia de patologia cardiaca, pasando por la hipertrofia moderada, a la
disfuncion cardiaca'®" '®2. En los pacientes con EP de inicio tardio por lo general no apa-
rece cardiopatia clinicamente identificable. Sin embargo, no hay datos publicados de la
funcidn sistolica y diastdlica en este grupo de pacientes, siendo interesante realizar estu-
dios en este campo.

Los aneurismas cerebrales son una seria complicacion de la EP, con mayor inci-
dencia en la forma del adulto, siendo la segunda causa de muerte después de la insuficien-
cia respiratoria’® 18,

= SIGNOS BIOQUIMICOS

Existen pautas comunes en cuanto a la bioquimica sanguinea de estos pacientes.
Se observan elevaciones de la creatin-quinasa (CK) en el suero de los recién nacidos con
EP de hasta 2000 U/L'® y en los pacientes juveniles y adultos, puede alcanzar valores
superiores a 15 veces el valor normal*®. Sin embargo, no todos los pacientes experimen-
tan esta elevaciéon de CK, apareciendo hasta un 10 % con niveles normales de la enzima
en suero. Aln asi, es un marcador bastante sensible que conviene tener en cuenta a la hora
de explorar al paciente con el fin de llegar al diagndstico de la enfermedad.

Las enzimas aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT) y
lactato deshidrogenasa (LDH) también suelen encontrarse elevadas, pero los niveles nor-
males no son excluyentes de la enfermedad. Estas enzimas tienden a aumentar a medida
que progresa la enfermedad®®’. Es extremadamente infrecuente que el enfermo de EP no

presente elevacion de ninguna de estas enzimas™®.

Recientemente ha comenzado a tomar protagonismo un nuevo parametro, un tetra-
sacarido de glucosa, excretado en orina (Glc4: Glc-a1—6-Glc-a1—4-Glc-a1—4-Glc), y
que presenta una alta rentabilidad diagndstica®. Algunos autores aseguran que la eleva-
cion de Glc4 en la orina presenta cerca del 100% de sensibilidad en la identificacion de
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pacientes con la forma infantil de EP. Ademas, como marcador biolégico, ha demostrado
tener una buena correlacién con la respuesta clinica a la terapia de sustitucion enzimética
(TSE) 188, 189

Las actuales guias clinicas recomiendan el analisis de Glc4 urinaria como prueba
auxiliar no invasiva que apoye el diagnostico de EP. Este método ha sido validado para la
orina seca en papel, lo que facilita la recogida y traslado de las muestras desde lugares
alejados de un centro de analisis. Cuando se combina con el ensayo de la GAA en DBS, la
sensibilidad diagndstica parece estar cercana al 100%'***°. Es igualmente importante
tener en cuenta que los resultados negativos de ambas pruebas descartan de forma muy
significativa el diagndstico de la enfermedad y ahorran tiempo, eliminando también la
necesidad de realizar procedimientos invasivos, tales como biopsias de piel o musculo.
Estos ensayos se llevan a cabo en laboratorios especializados y atn no estan muy extendi-
dos.

= PROGRESION, EVOLUCION Y MORBILIDAD

La tasa de progresion de la enfermedad en los pacientes con la forma adulta es va-
riable, pero parece ser cierta la correlacion entre la aparicion mas temprana y la progre-
sién mas réapida de los sintomas*®. El porcentaje de pacientes que requieren el uso de silla
de ruedas o respirador aumenta con la duracion de la enfermedad, poniendo de relieve el
caracter progresivo de ésta. Las probabilidades para el uso de silla de ruedas aumentan en
un 13% por cada afio adicional después del diagnostico y para la asistencia respiratoria en
un 8%"%.

Los signos y sintomas de la enfermedad son variados y suaves al principio, lo que
a menudo supone una demora para el diagndstico'®**%. El retraso medio desde el inicio
de los sintomas a la primera consulta médica con un diagndstico mas o menos definitivo,
se ha calculado en un intervalo entre los 7 y 10 afios y la comunidad médica ain no ha
conseguido reducir este retraso diagnostico en los ultimos afios.

= MUERTE

La muerte suele sobrevenir como consecuencia de fallo cardiorespiratorio a causa
de la grave miopatia en la forma infantil y por la insuficiencia respiratoria a causa de la
debilidad diafragmatica en la forma adulta.

Los pacientes que experimentan los primeros sintomas a edades méas tempranas

suelen morir antes*®,
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El diagnostico de la enfermedad de Pompe plantea a menudo una dificultad im-
portante debido a la rareza de la condicién y a la naturaleza relativamente poco especifica
de las caracteristicas fenotipicas propias de la enfermedad. La presentacion en su variedad
infantil es mas facilmente reconocible por sus caracteristicas de hipotonia, debilidad gene-
ralizada, y cardiomegalia. En el caso de los pacientes que padecen la forma del adulto la
presentacidn conlleva signos mas vagos y pueden ser mas dificiles de enmarcar en el con-

texto de la enfermedad.

El diagnostico diferencial de la
forma infantil incluye cualquiera de las
casusas de hipotonia o cardiomiopatia
(Tabla 9) ***. La hipotonia puede ser
causada por afecciones de los muscu-
los, los nervios, o la unién neuromus-
cular. También puede ser secundaria a
enfermedades sistémicas con afecta-
cion de cualquiera de los nervios o los
masculos.

El diagnostico diferencial en
los casos de formas juveniles o del
adulto es mas amplio, dada la inespeci-
ficidad de las caracteristicas que pre-
sentan (Tabla 10) ***, incluyendo tam-
bién todas aquellas causas de debilidad
crénica como miopatias, neuropatias y
trastornos de la union neuromuscular.

El diagndstico precoz es de vi-
tal importancia, principalmente para la
forma infantil, y requiere, tanto de una
mayor conciencia entre los clinicos
respecto a las caracteristicas de la en-
fermedad, como de pruebas diagnésti-
cas rapidas y fiables que confirmen la
deficiencia de GAA.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE LA FORMA
INFANTIL DE ENFERMEDAD DE POMPE

Hipotonia

Etiologia central (p.e. Hipoxia-isquemia)
Miopatia congénita
Distrofia muscular congénita

Miopatia metabdlica
Otras enfermedades de deposito
de glucdgeno
Enfermedad de Danon
Miopatia ligada a X con exceso de
autofagia
Enfermedad de deposito de lipidos
Miopatia mitocondrial

Miopatia endocrina
Atrofia muscular espinal

Polineuropatia hereditaria
Neuropatia axonal gigante
Neuropatia hipomielinizante
congénita

Miastenia gravis neonatal transitoria
Miastenia congénita

Cardiomiopatia

Fibroelastosis endocardiaca
Miocarditis
Cardiomiopatia hipertréfica idiopética
Enfermedad de dep6sio
Mucopolisacaridosis
Mucolipidosis
Gangliosidosis
Enfermedad de Fabry
Lipofuscinosis
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DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE LA
FORMA ADULTA/ /JUVENIL DE
ENFERMEDAD DE POMPE

Distrofia muscular

Miopatia metabdlica
Otras enfermedades de depdsito de gluco-
geno
Enfermedad de Danon
Miopatia ligada a X con exceso de autofagia
Enfermedad de deposito de lipidos
Miopatia mitocondrial
Miopatia endocrina
Miopatia inflamatoria
Miopatia toxica
Trastornos celulares del asta anterior
Esclerosis lateral amiotrofica
Atrofia muscular espinal tipos 2 'y 3
Enfermedad de Kennedy
Neuropatia periférica
Neuropatia hereditaria
Polineuropatia desmielinizante

inflamatoria crénica
Amiloidosis

Trastornos de la unién neuromuscular
Miastenia gravis
Miastenia congénita
Sindrome miasténico Lambert-Eaton

Al ser una enfermedad de acimu-
lo, y por lo tanto en la que el dafio fisiopa-
tologico es progresivo, un retraso en el
diagnostico supone un aumento del dete-
rioro organico que puede llegar a ser im-
portante e incluso irreversible!®>*®. por
ello es de vital transcendencia establecer
un diagndstico correcto en el menor tiem-
po posible e iniciar el tratamiento inme-
diatamente. Desgraciadamente la realidad
es muy distinta, ya que hasta el 20% de
los pacientes sufren un retraso diagndstico
de entre 1y 5 afios'® 12,

Tras el diagnostico, el seguimien-
to clinico de los pacientes debe ser indivi-
dualizado para cada enfermo, pero las
guias recomiendan un seguimiento estre-
cho de los pacientes con la variante infan-
til de la enfermedad y una revision gene-
ral cada seis meses para la forma adul-
ta/juvenilt91%,
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4.6.1 Evaluacion clinica

En la mayoria de los casos, los primeros signos de alarma son los sintomas pro-
pios de la enfermedad detectados por los padres (en el caso de la forma infantil) o el pro-
pio paciente (para la forma del adulto) como la hipotonia, la debilidad muscular o la fati-
ga. Son por tanto las primeras sefiales que pueden ayudarnos a llegar a un diagndstico y
en la mayoria de las ocasiones también el punto de partida de muchos algoritmos dia-
gnosticos (Figuras 1.19 y 1.20) 12, La evaluacion de estos sintomas debe valorarse a la luz
de determinadas pruebas médicas que nos permitan cuantificar el grado y etiologia de los
mismos.

La radiografia de torax y el electrocardiograma (ECG) son pruebas de deteccion
valiosas en el algoritmo diagndstico para la enfermedad de Pompe infantil, siendo un eco-
cardiograma el siguiente paso'®. La radiografia de torax pondra de manifiesto una car-
diomegalia masiva de estos pacientes y el ECG suele mostrar un intervalo PR corto, asi
como un complejo QRS muy alto. En la forma adulta, rara vez aparece cardiomegalia en
la radiografia de torax y el ECG no resulta de mucha utilidad. Ademas, en la variedad
infantil el ecocardiograma muestra, ya en las primeras etapas de la enfermedad, la mio-
cardiopatia hipertréfica tipica con o sin la obstruccion del tracto de salida ventricular. En
las etapas tardias de la enfermedad infantil, los pacientes pueden presentar deterioro de la
funcién cardiaca y miocardiopatia dilatada. Entre los pacientes con cardiomiopatia, una
electromiografia (EMG) puede ser Gtil para documentar miopatia presintomatica™®" 12,

La presentacion clinica en los casos de adultos es tipicamente la de una miopatia
proximal; gran parte de la evaluacion consiste en la realizacién de pruebas musculares
(EMG, estudios de conduccion nerviosa y/o biopsia muscular para histologia, histoquimi-
cay ensayo enzimatico...). Las pruebas de funcién pulmonar son también de suma impor-
tancia pues la insuficiencia respiratoria aparece hasta en el 10% de los pacientes como el

primer sintoma de debut clinico®".
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= ALGORITMO DIAGNOSTICO

IAGNOSTICO DE LA FORMA INFANTIL DE LA ENFERMEDAD DE POMPE |

CARDIO-
VASCULARES

Caridomegalia;

SINTOMAS DE !
) Fallo cardiaco
PRESENTACION congestivo;
MAS Taquicardia

supraventricular;
Paro cardiaco
durante cirujia

COMUNES

PULMONARES
Infecciones
frecuentes;

Insuficiencia/distrés
respiratorio

NEUROLOGICOS

Hipotonia;
Retraso mental;
Retraso de la
motricidad;
Pérdida de las fun-
ciones motoras
tempranas

GASTRO-
INTESTINALES
Retraso del
desarrollo y el
crecimiento;
Dificultades par
a alimentarse

CARDIO-
VASCULARES
i Soplo, arritmia,
HALLAZGOS I s e
PIVNIN[OS[eferh (de relacion cardiaca);
DE Cardiomegalia;
’ Cardiomiopatia;
INTERES Hipertrofia +/- LVOTO
progresando a
cardiomiopatia
dilatada

PULMONARES
Afectacion respiratoria
progresiva;
Aleteo nasal;

Uso de musculos acce-
sorios,
retraccion IC y SC,
disminucién del mur-
mullo vesicular en LLL;
Ruidos
respiratorios toscos

NEUROLOGICOS

Retraso motor;
Hipotonia, control
de la cabeza,
habilidad del nifio
para “escurrirse”,
posicion de las
piernas “en rana”,
hipertrofia de los
gemelos

GASTRO-
INTESTINALES
Macroglosia;
Boca abierta;
Tono facial
disminuido;
Disminucion del
reflejo de succion y
de deglucion;
Dificultad para
manejar las
secreciones orales;
Hepatomegalia.

ESTUDIOS
CLINICOS
Y DE

LABORATORIO
INICIALES

ESTUDIOS
DE
CONFIRMACION

LABORATORIO

ESTUDIOS CLINICOS

Radiografia de torax - Cardiomegalia;
ECG - onda R aumentada, intervalo
PR corto y complejo QRS alargado;

Ecocardiografia — Cardiomiopatia;
Electrofisiologia (EMG/NCS) -

(ORINA Y SANGRE)

Elevacion de CK, AST,
ALT, LDH (en sangre)
y Glc4 (en orina);
Baja actividad GAA en
DBS o Linfocitos;

- Si existe actividad GAA,
continuar con resto de prue-
bas confirmatorias si hay
sospecha clinica importante.

- Sin actividad GAA, buscar
estudios de confirmacion de

Miopatia Mutacion familiar S .
conocida diagnostico alternativo.
ENZIMOLOGIA
Determinacion de la actividad HISTOLOGIA/
ADN GAA en linfocitos, [HISTOQUIMICA
Descripcion de la mutacion fibroblastos y/o musculo. Incremento de glucégeno
de GAA Precaucion con la biopsia lisosomal,

muscular debido a
la necesidad de anestesia.

“células vacuoladas”

LVOTO: Obstrucciodn intraventricular izquierda (de siglas en inglés). IC: infraclavicular. SC: supraclavicular.
ECG: Electrocardiograma. EMG: Electromiograma. NCS: Estudio de conduccion nerviosa
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 ALGORITMO DIAGNOSTICO DE LA FORMA ADULTA DE LA ENFERMEDAD DE POMPE |

PULMONARES

SINTOMAS DE
PRESENTACION
MAS
COMUNES

Infecciones frecuentes;
Insuficiencia/distrés
respiratorio;

Apnea de suefio;
Somnolencia;
Dolores de cabeza matutinos

MUSCULOESQUELETICOS

Debilidad de cinturas
y extremidades;
Dolor de espalda;

Intolerancia al ejercicio;

GASTRO-
INTESTINALES
Dificultades para
alimentarse y tragar;
Aumento de peso

Sindrome de columna rigida

MUSCULO- GASTRO-
ESQUELETICOS INTESTINALES
RESPIRATORIOS || Debilidad muscular progre- Dificultad para CARDIO-
HALL',AZGOS Insuf_iciengia siva pro_ximal t_je cipturas mamﬁg?rfnl;? PesO |1\, ASCULARES
DIAGNOSTICOS respiratoria; (extremidades inferiores> B ; “Cardiomegalia.
DE Ortopnea; >extremidades superiores); Dificultad para infrecuente

INTERES

ESTUDIOS
CLINICOS
Y DE

Apnea de suefio;

Disnea de esfuerzo;

Tos débil

Anomalias en la marcha;
Intolerancia al ejercicio;
Lordosis/Escoliosis;
Hipotonia;

Dolor de espalda bajo

masticar y fatiga del
musculo mandibular;

Disminucion del

reflejo de deglucion;

Hepatomegalia

(formas juveniles)

ESTUDIOS CLINICOS
Pruebas de funcién pulmonar
acostado y sentado;
Evaluacion de la fuerza muscular;
Electrofisiologia (EMG/NCS) -

LABORATORIO
(ORINA Y SANGRE)

Elevacion de CK, AST,
ALT, LDH (en sangre)
y Glc4 (en orina);

- Si existe actividad GAA,
continuar con resto de prue-
bas confirmatorias si hay
sospecha clinica importante.

LABORATORIO Miopatia; Baja aCtiVid_a(]j GAAen | . sin actividad GAA, buscar
INICIALES Biopsia muscular - Histologfa DBS O.I,‘mf 00|.tlc_)s, estudios de confirmacion de
histoquimica Mutacion familiar diagnéstico alternativo.
conocida
ENZIMOLOGIA §
ESTUDIOS Determinacion de la activi- HISTOLOGIA/
ADN dad GAA en linfocitos, [HISTOQUIMICA

DE
CONFIRMACION

Descripcion de la
mutacion de GAA

fibroblastos y/o musculo.
Precaucién con la biopsia

muscular debido a
la necesidad de anestesia.

Incremento de glucdgeno
lisosomal,
“células vacuoladas”




INTRODUCCION

4.6.2 Evaluacién por el laboratorio
= PERFIL BIOQUIMICO

En la mayoria de los casos existe un perfil bioquimico caracteristico de la enfer-
medad que pude suponer un apoyo importante al diagnostico, e incluso el primero de los
hallazgos.

Se revela asi, una elevacion de creatin-quinasa sérica (CK), siendo éste un marca-
dor sensible aunque muy inespecificos de la enfermedad. La mayor elevacion se encuen-
tra generalmente en los pacientes infantiles (hasta 2000 U/L). Un elevado porcentaje de
los pacientes de inicio tardio también manifiestan la elevacion de CK'®, sin embargo,
hasta el 10% de estos enfermos pueden tener una CK normal*®. Los niveles de aspartato
aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT) y lactato deshidrogenasa (LDH)
también suelen ser elevados, y niveles normales no excluyen la enfermedad. Ademaés,

estas enzimas tienden a aumentar a medida que la enfermedad progresa’®’.

= DIAGNOSTICO ENZIMATICO

El diagnostico de enfermedad de Pompe en un paciente que presenta sintomas
clinicos requiere la demostracion de una deficiencia de actividad GAA. En general, los
nifios con la forma infantil tienen actividades GAA por debajo del 1% de la actividad me-
dia de controles sanos**®, mientras que los pacientes con la variedad del adulto/juvenil
presentan una actividad GAA residual, aunque reducida, y mayor que la observada en
nifios y, en general, la gravedad de la enfermedad se correlaciona inversamente con ésta
actividad enzimatica®*%,

La GAA hidroliza los enlaces o 1-4 y o 1-6 de los polimeros de glucosa y tiene
una actividad éptima entre pH 3.7 y 4.5, dependiendo de la concentracion de sustrato*°.
En un ensayo tipico es necesario medir varias fracciones de la actividad GAA. Por un
lado, la actividad GAA total (AaG) se mide a un pH acido (3.8) e incluye toda la activi-
dad glucosidasa (a-glucosidasa acida y maltasa glucoamilasa). Se determina también la
actividad a-glucosidasa neutra total (NaG) a pH neutro (pH 7.0) asi como la actividad de
la enzima inhibida por acarbosa (AaGIM) a pH acido. La acarbosa inhibe especificamente
a la maltasa glucoamilasa (MGA) ?® 2! y permite que la actividad a-glucosidasa sea re-
flejo unicamente de la GAA efectiva mediante el cociente NaG/AaGIM. El porcentaje de
inhibicion de la GAA, calculado como [(AaG - AaGIM)/ AaG], completa la informacion
necesaria para establecer conclusiones diagnosticas basadas en la actividad enzimatica.
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Los principales protocolos disponibles para el diagndstico enzimatico de la enferme-
dad de Pompe incluyen:

- Determinacion de la actividad GAA en cultivo de fibroblastos o biopsia muscular.

- Determinacion de la actividad GAA intraleucocitaria e intralinfocitaria.

- Determinacion de la actividad GAA en sangre seca recogida sobre papel (DBS).

Histéricamente la medicién de actividad GAA en cultivo de fibroblastos y muscu-
lo ha sido la mas utilizada y la que daba méas garantias debido a las posibles interferencias
que podian producirse en leucocitos por la actividad de otras enzimas leucocitarias con
actividad glucosidasa (la maltasa-glucoamilasa — MGA — EC 3.2.1.3) que enmascaran la
actividad enzimatica real y puede falsear el diagnostico enzimatico de la enfermedad en
los ensayos de leucocitos?®> 2%,

La medicion de la actividad GAA en fibroblastos de piel constituye actualmente el
gold standard. El cultivo de fibroblastos se obtiene a partir de una biopsia de la piel a la
que posteriormente se le hace la determinacion enzimatica. EI problema es que de esta
forma se requiere al menos un intervalo de 4-6 semanas para que se produzca un correcto
crecimiento de las células, y por lo tanto el diagndstico puede retrasarse considerablemen-
t6204.

La biopsia de tejido muscular, aunque resulta mas invasiva, permite, ademas de la
determinacion de actividad enzimatica, la cuantificacion del contenido de glucégeno exis-
tente en el mismo, bien mediante cuantificacién bioquimica o mediante la realizacion de
una tincion PAS (Periodic Acid-Schiff), ambos estudios pueden realizarse rapidamente y
de forma directa sobre la propia biopsia. También se puede utilizar en estudios histologi-
cos para determinar la ubicacion y cantidad de la acumulacion de glucdgeno en el tejido.
El tejido muscular muestra la presencia de vacuolas que se tifien positivamente para
glucdgeno [PAS (+)]*®. En las fases avanzadas de la enfermedad, la acumulacion de
glucdgeno se observa tanto en los lisosomas como dispersa por el citosol**°. Cuantitati-
vamente, el contenido de glucogeno muscular se eleva hasta 10 veces por encima de los
valores normales en la forma infantil de la enfermedad y en menor medida en los pacien-
tes de formas de inicio tardio®. EI problema de la biopsia muscular reside en que la
acumulacion de glucogeno no tiene por qué ser constante ni homogénea, tanto entre los
diferentes musculos como entre los distintos tipos de fibras musculares dentro de un mis-
mo musculo. Ademas, existe el riesgo que presenta la anestesia para los pacientes de la
forma infantil de la enfermedad de Pompe®® 2%, Este riesgo debe ser considerado cuida-
dosamente, especialmente si el paciente ya esta manifestando miocardiopatia severa y
miopatia esquelética.

Como se ha mencionado, hasta hace pocos afios los leucocitos aislados de sangre
total no constituian una muestra fiable para la determinacién de la actividad GAA, debido
a la interferencia de otras glucosidasas. La interferencia mas importante la representa la
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maltasa-glucoamilasa (MGA), cuya actividad esta presente en los leucocitos polimorfonu-
cleares®® 2%, |os ensayos actuales que utilizan exclusivamente poblaciones de linfocitos
aislados de sangre total y acarbosa como inhibidor de la MGA han permitido una mejora
considerable de las determinaciones de actividad GAA en sangre, con todas las ventajas
que esto supone para los pacientes con respecto a la toma de muestras y las facilidades de
manejo en el laboratorio®®’ %,

En los ultimos tiempos, se han desarrollado ademéas nuevos métodos de analisis de
la actividad GAA en sangre seca recogida sobre papel cromatografico (DBS). Este méto-
do es simple, barato y no invasivo en comparacién con los actuales métodos de diagndsti-
co y también puede tener aplicacion para programas de cribado neonatal de la enfermedad
de Pompe a nivel poblacional®**%%,

En el desarrollo de esta tesis quedaran excluidas las técnicas basadas en la deter-
minacion de actividad GAA en cultivo de fibroblastos y biopsia muscular, detallandose la
metodologia del resto de técnicas expuesta en la seccion de Materiales y Métodos.

= GLUCOSA TETRASACARIDO

Existe evidencia creciente del valor diagnéstico de un tetrasacarido de glucosa de-
tectable en la orina, la glucosa tetrasacarido (Glc4: Glc-a1—6-Glc-01—4-Glc-al—4-Glc),
especifico para la evaluacion de la EP'*®. La Glc4 es un marcador sensible aunque no
especifico para la EP siendo Util tanto para el diagnostico como para valorar la eficacia del
tratamiento de los enfermos ya que muestra una muy buena correlacion con la respuesta
clinica de los pacientes sometidos a tratamiento enzimético sustitutivo. También puede
estar elevada en otras enfermedades por almacenamiento de glucogeno, por lo que es ne-
cesaria una correlacion clinica adecuada.

Este método ha sido validado incluso para orina seca recogida sobre papel croma-
togréfico, lo que facilita la recogida y el traslado desde lugares alejados del centro de ana-
lisis. Cuando se combina con el ensayo de actividad enzimatica GAA en DBS, la sensibi-
lidad diagnostica se encuentra cercana al 100% para la forma infantil de la enfermedad™®.
Es igualmente importante tener en cuenta que los resultados negativos de ambas pruebas
permiten descartar con un buen margen de seguridad el diagndstico de la patologia, eli-
minandose asi la necesidad de procedimientos invasivos tales como biopsias de piel o
musculo y acortando los tiempos de respuesta del laboratorio. Estos ensayos se realizan en
laboratorios especializados y en estudios clinicos en investigacion®* 1%,

Debido al papel que parece desempefiar la Glc4 como biomarcador secundario de
la EP, hemos considerado de interés el realizar un estudio para valorar su relevancia y
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donde quedard manifiesta la importancia que puede representar este tetrasacarido en el
diagnostico de la enfermedad (estudio expuesto en el apartado de 1V.Resultados).

= DIAGNOSTICO GENETICO

La identificacion de la/s mutacion/es causante/s de la enfermedad en el gen que
codifica la GAA mediante analisis de ADN no es esencial para el diagnostico de EP, pero
proporciona una valiosa informacion para la deteccién familiar y el consejo genético'®>
193 En situaciones poco frecuentes en que el diagndstico no esté claro por el anélisis de
actividad enzimatica, el analisis molecular puede ser (til para confirmarlo. La identifica-
cion de la/s mutacién/es que presenta el paciente y el genotipo de los familiares debe ser
considerado parte de la gestion de los pacientes con EP. Al igual que con otros trastornos
de depdsito lisosomal, debido a la posibilidad de solapamiento de la actividad enzimatica
residual GAA en individuos heterocigotos, el analisis molecular del gen puede ser necesa-

rios para confirmar el diagndstico'®2.

Aungue el andlisis de actividad de la enzima sigue siendo la prueba diagnostica de
eleccion para los individuos con EP, las pruebas moleculares tienen aplicaciones impor-
tantes. Son particularmente Utiles para establecer un programa de actuacion cuando la
mutacion es bien conocida y existen correlaciones genotipo-fenotipo’®83 86 8. 89,95, %6
Ademas, existen mutaciones tipicas de cada una de las variantes (expuesto en el punto
1.5.1 Genética de la EP) que también aportan informacion valiosa.

Hay que tener en cuenta que las técnicas moleculares deben identificar los dos ale-
los que causan la enfermedad en el gen GAA, ello unido al tamafio del gen (20 kb, 20
exones) y a la heterogeneidad alélica subyacente a la EP supone un retraso en el tiempo de

respuesta cuando se emplean estas técnicas*®%.

Una posible opcion que barajaremos en el desarrollo de esta tesis consistira en
buscar especificamente la mutacion IVS 1-13T>G en los pacientes adultos con déficit de
GAA, de forma que pueden quedar completamente estudiados con un tiempo de respuesta
mucho menor. Esta mutacion es la mas comtn en Europa y se encuentra en mas de la mi-
tad de los pacientes de raza blanca. Es una mutacion tipica de la variedad del adulto, de
hecho, el 71% de los pacientes heterocigotos compuestos con ésta variedad de la enfer-
medad, incluyendo todas las etnias, la presentan; de ahi la utilidad de realizar un cribado
previo de forma que si queda definida como la mutacion presente en el enfermo, no es
necesario realizar la compleja bldsqueda que suponen el resto de mutaciones menos preva-
lentes.



INTRODUCCION

4.7 Tratamiento de la enfermedad de Pompe

Los esfuerzos de pacientes y clinicos por dar a conocer la EP han permitido que
comiencen a desarrollarse nuevos avances terapéuticos que han mejorado la esperanza y
calidad de vida de estos enfermos.

Haremos un breve repaso a las principales estrategias terapéuticas que se estan
implantando, asi como los sistemas de seguimiento que estan permitiendo monitorizar la
eficacia de estos tratamientos.

4.7.1 Tratamiento de sustituciéon enzimatica

En la primavera del afio 2006, tanto las autoridades europeas como las estadouni-
denses, a través de la European Medicine Agency y la Food and Drug Administration
(EMEA y FDA), aprobaron la aplicacion de la enzima a-glucosidasa recombinante (Myo-
zyme®) como terapia de sustitucion enzimética (TSE) en pacientes con diagndstico con-
firmado de enfermedad de Pompe. Este hecho constituye un hito de gran importancia en
la busqueda de una terapia definitiva para esta enfermedad hasta ahora incurable.

La eficacia del tratamiento ha sido demostrada en la forma infantil clasica en di-
versas publicaciones, reduciendo el riesgo de muerte y con mejoria de las funciones moto-
ras y cardiacas, asi como de la funcion respiratoria®®2%,

La experiencia en el tratamiento de la enfermedad de Pompe del adulto muestra
resultados que, si bien no son tan extraordinarios como los observados para los casos in-
fantiles, ponen de manifiesto una notable mejora en la calidad de vida de estos pacientes
con mejoria en las funciones pulmonares y motoras®* 2?4, El problema reside en el menor
efecto que la medicacion tiene sobre la musculatura esquelética®2%,

Después de la clonacion del gen, comenzaron a explorarse diversos métodos de
produccion a gran escala de la enzima a-glucosidasa humana recombinante (rhGAA).
Estos esfuerzos condujeron a la exitosa pro-
duccion de la enzima recombinante humana en
leche de animales transgénicos®**?*? y en célu-
las ovéricas de hamster chino (CHO) 2%%2%,
Antes de su aplicacion clinica, la viabilidad de
la terapia se prob6 primero en ratones y codor-
nices con EP inducida®"?* (Figura 1.21). Es-
tos estudios confirmaron las alta dosis necesa-
rias para los pacientes y también indico que
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era necesario un tratamiento prolongado (varios meses) para disminuir considerablemente
el contenido de glucdgeno en los tejidos, observandose dicha disminucién en musculo
esquelético, corazén, muasculo liso e higado'® 24247,

= MECANISMO DE ACCION

El descubrimiento de los receptores de superficie celular de M-6-P, responsables
de rescatar las enzimas lisosomales del medio extracelular, es el responsable de que haya
podido desarrollarse una verdadera TSE**® 24,

Como hemos indicado, actualmente, la rhGAA que se comercializa para su uso
farmacoldgico es la enzima recombinante procedente de células transgenicas de ovario de
hamster chino (CHO). Tomando una célula anfitriona CHO, ésta se modifica genética-
mente introduciéndole un pldsmido bacteriano que contiene el gen de la GAA humana,
que posteriormente se inserta en el genoma de la célula. Estas células se cultivan en gran-
des biorreactores optimizando la secrecién de la enzima al medio liquido. Por ultimo se
recoge el medio de cultivo y se aisla la enzima GAA humana recombinante mediante pro-
cesos de purificacion que incluyen cromatografia y nanofiltracion. Este producto final se
filtra, se introduce en viales y se liofiliza en polvo para mejorar la estabilidad del farma-
C0250.

Una vez preparado PROPIEDADES
el medicamento, la pauta FARMACOCINETICAS
posoldgica recomendada es DE LAThGAA
de 20 mg/kg de peso, admi- Nifios Adultos
nistrado una vez cada 2 se- Crnax (Mg/ML)

manas por perfusion intra-  [asiel ClRVINLD)
venosa. Se trata por tanto de  [rkr A

- . 0
un tratamiento de exclusiva
administracion intrahospita- Tabla I.11. Resultados derivados del estudio AGLU02704 a
. . cargo de la EMA??,
laria.  Numerosos estudios ¢ - concentracisn maxima; ABC: Area bajo la curva de con-
indican que puede ser reco-  centraciones plasmaticas; CL: Aclaramiento plasmatico; t :

mendable aumentar las do- ~Vidamedia plasmatica.
sis, llegando a los 40 mg/kg
de peso si la clinica lo requiriera y el personal médico lo considerara conveniente.

La farmacocinética y farmacodinamia del medicamento ha sido ampliamente es-
tudiada y valorada, antes de su implantacion, por los distintos organismos competentes®*.,
La EMEA, publico en su estudio AGLUO02704, los resultados contrastados que se mues-

tran en la Tabla 1.11%%,
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= EXPECTATIVAS CLINICAS Y OBJETIVOS DEL TRATAMIENTO CON TSE

La TSE trata especificamente la causa subyacente de la enfermedad mediante la
sustitucion de la enzima deficitaria por la enzima recombinante (rhGAA). Sin embargo, su
eficacia difiere entre pacientes segun la variabilidad el ritmo de progresion, el estadio y la
gravedad de la enfermedad al inicio de la terapia. Aunque las respuestas al tratamiento
varian entre los pacientes, el objetivo principal es prevenir, revertir, estabilizar o ralentizar
la progresion de la patologia en comparacion con el estado del paciente en la situacion
basal.

De forma general podemos resumir los principales objetivos del tratamiento en
una serie de puntos clave:

« Prevencion de morbilidad significativa y prolongacion de la supervivencia.

. Potenciacion de la adquisicion de habilidades motoras en los nifios en de-
sarrollo.

« Reduccion de la miocardiopatia hipertrofica, si ésta existe.

« Mejoria o conservacion de la funcion pulmonar, incluidos la prevencion o
retraso de la necesidad de soporte respiratorio.

. Mejoria de la movilidad y prevencion o retraso de la asistencia para la de-
ambulacion (uso de silla de ruedas).

. Preservacion o mejoria de la independencia y calidad de vida global del
paciente.

. Proporcionar mejorias funcionales en las actividades de la vida diaria.

= TRATAMIENTO EN NINOS

Los primeros estudios de TSE en nifios se llevaron a cabo por el grupo del Eras-
mus Medical Center de Rotterdam con GAA recombinante humana de leche de conejos
transgénicos>*%*2. Con el tiempo, la produccion de los productos lacteos se suspendid (el
meétodo no era sostenible) y todos los pacientes que sobrevivieron pasaron a ser tratados
en la enzima recombinante derivada de CHO (Myozyme®).

En este primer estudio, cuatro recién nacidos (de 2,5 a 8 meses, dos menores de 3
meses) fueron tratados por via intravenosa con una dosis inicial de 15-20 mg/kg/semana,
que posteriormente fue aumentada hasta los 40 mg/kg/semana debido a que el nivel de
actividad enzimatica en el musculo esquelético seguia siendo significativamente inferior a
lo normal en la dosis mas baja. El aumento de la dosis resultd en la normalizacion del
nivel de actividad GAA, sin embargo, el contenido de glucégeno muscular sélo dismi-
nuyd en un paciente, el més joven?%2*2, Los cuatro pacientes sobrevivieron mas alla de la
edad critica de 1 afio®*%%,



Los informes a corto plazo
mostraron claramente que la en-
zima resultaba bien tolerada y que
su accion sobre los sistemas motor
y cardiaco mejoraba la morfologia
y funcion de esos tejidos. El efec-
to sobre el corazon resulto ser el
mas importante, con una reduc-
cion del indice de masa ventricu-
lar izquierda (IMV1) en todos los
recién nacidos. La mejora mas
impresionante se observo en los
dos pacientes mas jovenes
(Figura 1.22).
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Figura 1.22. Analisis de regresion lineal del indice de
masa ventricular izquierda®®.

r=-0,74, r=-0,93, r= 0,93 y r= 0,93 para los pacientes 1, 2,
3y 4 respectivamente; p < 0,05 para cada uno de los pa-
cientes.

A largo plazo el informe de seguimiento de estos cuatro nifios revelé la supervi-
vencia de todos ellos més all4 de la edad de cuatro afios. La miocardiopatia hipertrofica
disminuyo significativamente durante las 84 semanas de TSE. Se lograron progresos no-
tables en la funcion motora sobre todo en los dos nifios méas jovenes. Sin embargo, el pa-
ciente mas joven se hizo dependiente del respirador a la edad de 2 afios y murio repenti-
namente a la edad de 4 afios y 3 meses después de un periodo de fiebre intratable, presion
arterial inestable y coma. Los dos pacientes de mas edad en este estudio (7 y 8 meses de
edad al inicio) se hicieron dependientes del respirador poco después del inicio de la tera-

232

pia y no volvieron a recuperar la funcion respiratoria perdida“-.

Tras este estudio se han sucedido muchos otros?'® 222 237. 238. 241247 Tqos ellos han
demostrado que los pacientes experimentan una supervivencia mas larga, una disminucion
de la hipertrofia cardiaca y una mejora de las funciones cardiaca y motora. Estos efectos
resultan muy notables, teniendo en cuenta que sin tratamiento los pacientes infantiles sue-
len morir durante su primer afio de vida, mientras que la esperanza de vida se prolonga de
forma importante en los pacientes tratados.

La edad media de supervivencia publicada para grandes cohortes histéricas de pa-
cientes no tratados va desde los 6 a los 8 meses® **. La hipertrofia cardiaca progresiva y
la eventual insuficiencia cardiaca que conduce a la muerte de los pacientes son rasgos
caracteristicos. Pasos importantes en el desarrollo normal, tales como la capacidad de
darse la vuelta, sentarse, incorporarse 0 mantenerse en pie, generalmente no se logran.
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El denominador comdn de los pacientes que respondieron mejor al tratamiento fue
el comienzo precoz de la TSE (antes de los 5 meses de edad), circunstancia que suele co-
incidir con situaciones en las que adn no se han producido dafios irreversibles?® 325 ge
concluyo pues, que la condicion clinica del paciente al inicio del tratamiento resulta mas
importante para el resultado final que la propia edad al inicio de la terapia. Los pacientes
con paralisis completa no se recuperan.

Los estudios sobre patologia y morfometria muscular corroboran estas observa-
ciones clinicas. La preservacion de las miofibrillas y la arquitectura muscular original es
esencial para un buen resultado del tratamiento®® 222223 231 Thurberg y sus colaboradores
realizaron una clasificacion fisiopatologica de las fibras musculares en la EP, establecien-
do 5 etapas o fases de pérdida de la estructura muscular**® (ver seccion Citopatologia de
la enfermedad de Pompe). Thurberg sugiere que s6lo las dos primeras etapas, en las que

las miofibrillas atn se mantienen intactas son susceptibles de tratamiento®.

Sin duda alguna, el tratamiento con rhGAA cambia la historia natural de la enfer-
medad, pero también debe tenerse en cuenta que muchos pacientes con la forma infantil
clasica muestran algun tipo de enfermedad residual a pesar de la terapia enzimatica. Debe
prestarse una atencion especial a la fisioterapia como ayuda al sistema motor, al trata-
miento inmediato de las infecciones respiratorias y la hipoventilacion, a la audicion y el
habla, a la osteoporosis y a los riesgos durante la anestesia®®%®,

A pesar de que no todos los pacientes responden con igual eficiencia, hay que
concluir que la terapia enzimética ofrece inestimables perspectivas para los pacientes con
enfermedad de Pompe. También debe tenerse en cuenta, que los pacientes con la forma
infantil clasica tienen una mayor deficiencia enzimatica y por supuesto con efectos mas
“devastadores”.

* TRATAMIENTO EN ADULTOS

Existe una considerable experiencia internacional y numerosas publicaciones res-
pecto al tratamiento con rhGAA en todas las etapas de la enfermedad. Esto incluye los
resultados de pacientes con las formas del adulto tratados en grandes cohortes para acredi-
tar la verdadera eficacia del farmaco. Ademas, existe un nimero creciente de informes de
casos individuales o pequefias series de pacientes a través de la continua aparicion de tra-
bajos publicados en la literatura que confirman el efecto positivo de la rhGAAZ%2%°,

Los principales criterios de valoracion para estudiar los efectos positivos de la
TSE en pacientes con la forma del adulto incluyen, en primer lugar, la mejora de las fun-
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ciones motora y pulmonar, y en segundo plano, la reduccion de los acimulos de glucdge-

no, asi como la bioquimica sanguinea favorable (Tabla 12) ***.

CRITERIOS DE VALORACION DE LA EFICACIA DE LA RHGAA

= Pruebas de marcha y deambulacién

Funcién motora
= Pruebas de fuerza muscular

Criterios de
valoracion Funcién cardiaca = Pruebas de resistencia cardiovascular

TS EEES = Porcentaje del valor estimado de la capacidad vital forza-

da (CVF)

= Fuerza del masculo esquelético evaluada mediante pun-
tuacion del examen muscular cuantitativo (quantitative
Pruebas funcionales muscle testing, QMT) de bra_zos y_piernas _
Criterios de = Fuerza de los misculos respiratorios evaluada mediante el
valoracion porcentaje del valor estimado de la presion inspiratoria
segundarios maxima y de la presion espiratoria maxima.

Funcion pulmonar

= Reduccidn de los acimulos de glucégeno
Pruebas bioquimicas = Disminucion de la creatin-quinasa, transaminasas hepati-
cas y lactato deshidrogenasa

En torno a los 18 meses de tratamiento ya comienzan a superarse los primeros cri-
terios de valoracion, observandose cdmo los pacientes consiguen aumentar su funcion
motora al demostrar mejoras significativas en las pruebas de marcha y deambulacion.
Tras 78 semanas de tratamiento se consigue un incremento en el porcentaje del valor es-
timado de la CVF, mientras que los estudios informan que este valor, no s6lo no se man-
tiene, sino que incluso disminuye en los pacientes no tratados. El resto de criterios secun-
darios también se van consiguiendo progresivamente a lo largo del tiempo en el que se
sigue administrando la enzima recombinante®** %',

Se han reportado efectos beneficiosos de la rhGAA en todas las etapas de la en-
fermedad incluyendo la reduccion de la dependencia del ventilador, las mejoras en la mo-
vilidad y la calidad de vida, y en muchos casos, la prevencion o retraso de la progresion
de la enfermedad®®2?®’. Como la enfermedad de Pompe es progresiva, tanto la mejoria
clinica como la estabilizacion pueden ser consideradas como efectos terapéuticos.

Ademas, la disponibilidad de una terapia eficaz aumenta la necesidad de un mejor
diagndstico y reconocimiento de la enfermedad, para que el tratamiento pueda comenzar
antes de que existan dafios musculares irreversibles®>*%,

El tratamiento 6ptimo de la enfermedad de Pompe no puede centrarse exclusiva-
mente en la TSE, sino que requiere de una combinacion de terapias especificas y de apoyo
para las diferentes complicaciones que se derivan de la deficiencia enzimética y que siem-
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pre estan presentes. Dado que los pacientes con EP pueden tener una gama tan amplia de
manifestaciones clinicas y alteraciones funcionales, el tratamiento y seguimiento de éstos
requiere su atencién por un equipo multidisciplinario.

= LIMITACIONES DE LA TSE

A pesar de los excelentes resultados alcanzados en los estudios clinicos y preclini-
cos de la TSE en relacion a la mejoria de la patologia cardiaca y la reduccion significativa
de la mortalidad en recién nacidos, los efectos en el musculo esquelético son menos im-
portantes de lo previsto'®® 2%

Cierto que existe una mejoria global de las funciones motoras, pero se ha observa-
do una resistencia al tratamiento por parte de algunas fibras musculares, las fibras muscu-
lares de tipo 11 B*® (ver secciones Tipos de Fibras musculares y Citopatologia en la en-
fermedad de Pompe).

Ademas, la necesidad de infusiones intravenosas de por vida, el alto costo de la
enzima recombinante, y las dosis extremadamente altas de la droga (hasta ~ 80 veces su-
periores a los de otros EDL) constituyen una serie de limitaciones que hacen que la
rhGAA ya no sea la panacea que en un principio parecia ser.

Una ultima limitacion y la mas importante, derivada de la propia utilizacion de la
rhGAA, es la aparicion de anticuerpos frente a la enzima recombinante827,

La respuesta inmune a la TSE se observa en la mayoria de los pacientes con EP en
tratamiento. Los pacientes que nunca han estado en contacto con la proteina GAA por
fallos de la sintesis de forma constitutiva (lo que se conoce como cross-reactive immuno-
logical material negative 0 CRIM-negativos) desarrollan un titulo de anticuerpos anti-
rhGAA especialmente alto.

Ha podido establecerse una ligera correlacion entre la evolucion de estos anticuer-
pos y la disminucion en la respuesta a la TSE?*®2"°, de hecho se ha observado una mejor
respuesta al tratamiento en los pacientes CRIM positivos®? (cross-reactive immunological
material positive 0 con expresion de la proteina GAA, sea cual sea el nivel de actividad
residual que ésta presente).

Ademas de la aparente inactivacion de la enzima, estos anticuerpos pueden actuar
a diferentes niveles, desde interfiriendo en la correcta incorporacion de la enzima a las
células, hasta desencadenar otra serie de efectos adversos acompafiando a las infusiones
del tratamiento.
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4.7.2 Nutricion y Terapia de ejercicio (NTE)

La NTE consiste en una combinacion de dieta baja en carbohidratos y con un alto
contenido en proteinas asi como un plan de ejercicio aerébico submaximo diario. Esta
terapia estd dirigida a reducir al minimo la acumulaciéon de glucégeno, aumentando la
sintesis de proteinas musculares y aumentar la proporcion de fibras tipo | frente a las tipo I1.

Asi, los pacientes que cumplen plenamente con NTE muestran mejor pronostico y
una tasa de deterioro muscular significativamente mucho mas lenta®>2".

Por un lado, el plan de ejercicio esté orientado a alcanzar el 60%-65% del consu-
mo maximo de oxigeno, o una frecuencia cardiaca maxima para la edad correspondiente.
Se establece un programa de una hora de duracion de ejercicio aerobico donde se instruye
a los pacientes para realizar un primer periodo de carrera en cinta durante 45-50 minutos,
seguido de ejercicios aerobicos de parte la superior del cuerpo durante 10-15 minutos.
Los pacientes no ambulatorios, o con dificultades para hacer ejercicio en la cinta, se ejer-
citan en bicicleta estatica durante un periodo similar de tiempo o se les pide que caminen
con un andador si es posible?’® 2”7,

Por otro lado, la dieta ha de ser baja en carbohidratos y de alto valor proteico, de-
biendo estar estrictamente controlada. Consta de una distribucién calorica de: 25% -30%
de proteinas, 30% -35% de hidratos de carbono, y el 35%-40% de grasas. Ademas, los
pacientes deben ingerir por via oral comprimidos de 1,5 g de L-alanina, 4 veces/dia®"®2%,

La combinacion de una dieta rica en proteinas y pobre en carbohidratos, junto al
programa de ejercicio aerdbico, fue ideada para contrarrestar el efecto patdgeno de au-
mento de la deposicién de glucégeno muscular y disminuir la sintesis de proteinas muscu-
lares®®. La baja ingesta de hidratos de carbono esté orientada a minimizar la acumulacion
de glucogeno tanto intra como extralisosomal, mientras que el complemento de proteinas
y alanina trata de aumentar la sintesis de proteinas musculares reduciendo al minimo la
degradacion neta del masculo, los dos procesos patogénicos que concurren en la EP?4 28,
Ademés, el ejercicio aerdbico submaximo diario esta orientado a disminuir la demanda de
glucogenolisis muscular y aumentar la utilizacion de acidos grasos por el masculo®®. Una
disminucién en la demanda de glucogenolisis muscular también hace disminuir la deman-
da de aminoacidos como fuente alternativa de combustible y asi se disminuye ain mas la
proteolisis muscular.

Como ultimo aporte de este tipo de terapia, cabe destacar un beneficio mas. Desde
hace tiempo se reconoce que el masculo esquelético de los mamiferos tiene el potencial
de alterar su fenotipo, y que el ejercicio aerobico subméximo regular es el medio mas
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eficaz para desarrollar las fibras musculares tipo | y disminuir las fibras tipo 1%, Al
mismo tiempo, el mayor estado de nutricion y la suplementacion frecuente con alanina
proporcionada por NTE reducira al minimo los periodos de privacion nutricional muscu-
lar®®. Ambos acontecimientos tendran como resultado la reduccion al minimo el desarro-

Ilo de los procesos autofagicos patoldgicos y por lo tanto se minimizara la destruccion del
musculo®®" 28,

Asi pues, la nutricion y el ejercicio (NTE) puede ralentizar de forma manifiesta el
inexorable deterioro de la funcion muscular y mejorar significativamente la historia natu-
ral de esta enfermedad, pudiendo resultar un apoyo realmente importante para la TSE.
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4.7.3 Tratamiento por Terapia génica

A pesar de las decepciones sufridas en los primeros estudios clinicos, hay un in-
terés continuo en el desarrollo de la terapia génica para la EP ya que, de tener éxito, su-
pondria la primera estrategia verdaderamente curativa de cuantas existen hasta el momen-
to.

Las principales ventajas que presenta la EP para abordar este tipo de estrategia
son:

. La EP resulta de alteraciones monogénicas y normalmente estan bien caracte-
rizadas’ "% 2%,

. El sistema de recaptacion enzimatica a través del receptor M-6-P cation inde-
pendiente, permite que la transduccidn génica pueda realizarse a nivel de un
organo de depésito (p.e. el higado) lo que podria permitir una secrecion de en-
zima a la circulacion a niveles terapéuticos?* 249 291,

« La cantidad de enzima necesaria para un nivel suficiente de correccion de la
enfermedad no requiere la recuperacion completa de la actividad enzimatica;
en este sentido, la potencia de los vectores de transferencia de genes necesa-
rios para facilitar la produccion de niveles terapéuticos de la enzima no tiene
porqué ser muy alta®% 2%,

« Aunque no esta claro si la sobreexpresion sostenida de esta hidrolasa tendra
consecuencias adversas, es poco probable que se requiera una regulacion es-
tricta de los niveles de produccion de la enzima, en parte debido a que el pH
Optimo para su actividad la hacen inactiva en la circulacion sistémica donde el
pH es més bésico que el lisosomal®® 1,

« Por otra parte, existe un gran numero de modelos animales de esta enferme-
dad, lo que facilita la realizacion de todos estos estudios®" 2724,

Uno de los enfoques consiste, como se ha indicado, en conseguir una expresion de
alto nivel de la enzima en un 6rgano de depdsito, como puede ser el higado®“. Esto puede
conseguirse tras la administracion intravenosa de vectores de generacion de adenovirus
(Ad), de forma que aparecen niveles terapéuticos de enzima circulante y se consigue la
reduccion de los depésitos de glucégeno. Este enfoque ya ha tenido éxito en los modelos
murinos de EP?*> % El problema es que la expresion de la enzima es transitoria debido a

la intensa respuesta inmune que el organismo desencadena contra el vector adenovirus®”.
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Figura 1.23. Tréafico de enzimas lisosomales y correccién cruzada. La GAA es glicosilada
(circulos verdes) en el reticulo endoplasmético (RE) de las células genéticamente modifica-
das. Luego se le adhiere la M-6-P (circulos rojos) en el aparato de Golgi. La mayoria (fle-
chas gruesas) seguirdn la via de maduracién normal de los lisosomas (Lys). Una minoria
(flechas finas) son secretadas. La enzima extracelular puede unirse a los receptores de mano-
sa (ManR) o al receptor de M-6-P (M6PR) de la membrana plasmatica. Ambos receptores
median endocitosis interiorizan las enzimas exdgenas.

Una posible solucion al problema consiste en combinar al Ad con la expresion de
CTLA-4%®, Esta es una proteina de la superfamilia de las inmunoglobulinas; su nombre
deriva de sus iniciales Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 (Antigeno 4 del linfocito T ci-
totoxico) y se expresa en los linfocitos T Helper transmitiendo una sefial inhibitoria a las
celulas T. Sin embargo, los resultados en este sentido muestran una reduccion de la res-
puesta inmune s6lo durante cortos periodos de tiempo®® 2%,

Los ultimos avances realizados apuntan a la utilizacion de los vectores de 3?2 gene-
racion, también llamados Ad gutless o Ad helper dependientes®®. Para producir estos
vectores se necesitan tres elementos fundamentales: un Ad gutless con el gen terapéutico;
un Ad helper que aporte las proteinas virales necesarias in trans y; una linea celular per-
misiva para la produccion de adenovirus (es decir, un tipo de células aptas para que los
Ad se reproduzcan en ellas). Los Ad gutless, también son denominados “dependientes de
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ayudante” (6 Ad helper-dependent), ya que sin la presencia de los Ad helper carecen de la
maquinaria viral necesaria para reproducirse. Es decir, para producir las cantidades nece-
sarias de Ad gutless Utiles en la terapia, se necesita la presencia de los Ad helper, que son
quienes suministran toda la “infraestructura de produccion” del virus. Los Ad gutless, al
no contener ninguna region viral codificante, no generan respuesta inmune celular y tie-
nen una capacidad de hasta 36 Kpb. Se ha demostrado que la expresion de los genes que
incorporan puede durar toda la vida del organismo®®* 32,

Otro enfoque en el uso de vectores ha llevado a la utilizacion de retrovirus (Retro-
viridae) como agentes de transfeccion para el gen GAA deficiente®®. Estos son virus de
ARN que retrotranscriben su genoma a una cadena simple de ADN para luego formar la
doble cadena, pudiendo ésta a continuacion, integrarse en los cromosomas. Los virus se
unen a los receptores de la célula huésped a través de proteinas de la envoltura glicopro-
teica que se incorporan en la superficie del virion. Para usar los retrovirus como vectores
viricos para terapia génica inicialmente se eliminan los genes responsables de su replica-
cion y se reemplazan estas regiones por el gen GAA seguido de un gen marcador. Del
genoma Virico quedaban las secuencias LTR; y los elementos necesarios para producir los

vectores a gran escala y para transformar las células son aportados desde otros vectores*.

Los retrovirus como vectores en terapia genica presentan un inconveniente consi-
derable, y es que la enzima integrasa puede insertar el material genético en cualquier zona
del genoma del huésped, pudiendo causar efectos deletéreos como la modificacion en el
patron de la expresion (efecto posicional) o la mutagénesis de un gen silvestre por inser-
cion®®,

Los lentivirus son una familia de retrovirus compleja que inducen una enfermedad
cronica y progresiva, por lo general asociada con la infeccion de macrofagos. Se han des-
arrollado vectores de transferencia génica para la EP que se derivan de los lentivirus para
complementar los aspectos positivos de los vectores retrovirales (integracion eficiente,
ausencia de genes virales con informacion genética transferida al receptor, y falta de in-
munidad pre-existente en el receptor) con la capacidad de infectar a células bien diferen-
ciadas y que no se dividen, lo que aporta seguridad a este tipo de tratamiento®*® 3. Otra
ventaja que presentan los lentivirus es que su tasa de expresion se mantiene durante largos
periodos de tiempo (de ahi que originen enfermedades cronicas) *°; la razén no se conoce,
aunque puede residir en las caracteristicas intrinsecas de las regiones LTR virales y/o en
la disposicion en diferentes sitios de la cromatina durante la integracion.

Por estos motivos, muchos laboratorios han optado por la utilizacion de vectores
derivados de lentivirus para utilizarlos en el tratamiento de la EP.
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4.7.4 Terapia de mejora enzimética: Chaperonas

La terapia de mejora de la enzima (Enzyme enhancement therapy - EET) es un en-
foque reciente que esta despertando gran interés. La EET se basa en el concepto de que la
pérdida de funcién de la enzima se debe a menudo a mutaciones sin sentido que causan un
mal plegamiento y una rapida degradacion de la enzima®® 3. Asi, puede obtenerse un
rescate parcial de la actividad enzimética utilizando inhibidores competitivos dirigidos al
sitio activo, de modo que su unidn al centro catalitico mejore la estabilidad y el plega-
miento de la proteina mutada con conformaciones alteradas actuando del mismo modo
que las chaperonas celulares®'’. La principal desventaja de este tipo de enfoque es que su
eficacia depende de una actividad enzimética residual y puede no resultar Gtil en ciertas
mutaciones en el gen GAA®!,

Varios inhibidores y derivados de desoxinojirimicina (DNJ) han sido probados en
diferentes enfermedades de deposito lisosomal. Se han determinado una serie de mutacio-
nes sin sentido (Y455F, P545L, G549R, L552P...) presentes en los pacientes Pompe que
dan como resultado una GAA de estructura andmala susceptibles de ser tratadas con este
tipo de terapia y frente a las que ya existen resultados muy prometedores'% 312 313,

Los estudios recientes, las bases de datos de pacientes, y el conocimiento actual
que en general se tiene de la EP, dan una cifra aproximada de la fraccion de pacientes
susceptibles de ser tratados por éste sistema en torno al 10-15% debido a presentar muta-
ciones de este tipo’® #2313 Esto limita el uso de la terapia farmacoldgica a una pobla-
cién restringida de pacientes. Sin embargo, ha quedado demostrado que las chaperonas
farmacoldgicas representan una herramienta eficaz ademas en la mejora de la eficacia de
la TSE, con consecuencias beneficiosas para muchos pacientes con EP34 315,

Es sabido que no sélo la GAA de los pacientes puede presentar deficiencias, sino
también la actividad rhGAA, una vez incorporada la enzima a la célula, puede ser sub-
6ptima. Se ha demostrado in vitro, en fibroblastos de enfermos®®, e in vivo, en células
musculares de un modelo de raton EP®’, que una fraccion de rhGAA no presenta activi-
dad intracelular, siendo por lo tanto ineficaz. Es posible que la incorporacion de la enzima
recombinante en los compartimentos celulares la exponga a procesos de degradacion y la
interaccion con chaperonas farmacoldgicas mejora, al menos en parte y en este sentido, la
estabilidad de la enzima. Por lo tanto, la EET no solo tendria como objetivo tratar defi-
ciencias estructurales de la GAA sino que también seria importante como terapia coadyu-
vante de la TSE®™.

Otra ventaja importante, radica en el mejor perfil de biodistribucion que presentan
las chaperonas, y lo que es mas, que parece aportar al TSE clasico®”. En los modelos
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animales de la enfermedad, se ha informado que la coadministracion TSE-EET tiene co-
mo resultado un aumento de los niveles enzimaticos en musculo esquelético y diafragma.
En una enfermedad como la enfermedad de Pompe, aumentar los niveles de correccion
por TSE en estos musculos es una meta terapéutica importante que puede tener efectos

muy notorios en la progresion de la enfermedad, trastornos motores, y necesidad de venti-
lacion invasiva®* 3%,
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4.7.5 Seguimiento del tratamiento de la enfermedad de Pompe

No sélo es importante ofrecer al paciente una terapia eficaz, también es necesario
establecer una correcta monitorizacién del tratamiento para asegurar que el protocolo se-
guido es el correcto y poder anticiparnos, e incluso predecir, las posibles complicaciones
que puedan presentarse®'® 3%,

El seguimiento, al igual que la terapia, también puede hacerse segun distintos en-
foques, histologico, inmunoldgico, bioquimico...etc. De forma clasica, los estudios histo-
quimicos eran la Unica herramienta disponible que aportaba una evidencia confirmada de
la evolucion del paciente conforme iba recibiendo tratamiento® 3%, La cuantificacion de
los acimulos de glucdgeno en las biopsias musculares proporcionaban una valiosa infor-
macion sobre la respuesta al tratamiento®® 2, Sin embargo, éste es un procedimiento
invasivo que entrafa riesgos importantes para este tipo de pacientes, sobre todo haciéndo-
se necesaria el uso de anestesia, situacion peligrosa para estos enfermos en los que suele
existir un contexto de partida de insuficiencia respiratoria®® 2% 2,

En los Gltimos afios ha tomado importancia un tetrasacarido de glucosa, la deno-
minada glucosa tetrasacérido (Glc4: Glc-al—6-Glc-a1—4-Glc-a1—4-Glc), resultado de
la degradacion intravascular del glucogeno®*!. Normalmente se excreta en la orina en con-
centraciones bajas y su excrecion urinaria esta elevada en los pacientes con EP*, Ya
hemos hablado del caracter diagndstico que presenta la determinacion de los niveles de
Glc4 urinaria'®® %1% pero también presenta valor clinico como marcador de seguimiento
del tratamiento, principalmente de la TSE*® %22,

La correlacion entre la disminucion del glucogeno muscular de los pacientes so-
metidos a TSE y las concentraciones urinarias de Glc4 ha sido demostrada en varios tra-
bajos de ambito internacional®**3%,

Teniendo de base estos resultados, también en nuestra unidad de referencia de
diagnostico y seguimiento de la EP, se determinan los niveles de Glc4 para la monitoriza-
cién del tratamiento de estos pacientes por técnicas de HPLC.
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4.7.6 Perspectivas futuras

La situacion actual en cuanto al tratamiento es muy esperanzadora, aunque €es ne-
cesario profundizar en los estudios para conseguir superar todas las limitaciones que pre-
sentan las distintas estrategias: la TSE debe conseguir mejorar su accién a nivel de la
musculatura esquelética, sobre todo las fibras Tipo 11B*?*; la terapia génica necesita alcan-
zar la funcionalidad y eficacia necesarias para su uso a nivel clinico®®; y tanto la NTE
como el uso de chaperonas quimicas no pueden por si solas fundamentar un tratamiento
sino que se conciben como terapias de apoyo, sin ser realmente tratamientos de primera
linea.

Asi, hemos de seguir avanzando hasta llegar a encontrar una terapia verdadera-
mente curativa.
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II. OBJETIVOS

El diagndstico de la enfermedad de Pompe plantea a menudo una dificultad importante
debido a la rareza de la condicion y a la naturaleza relativamente poco especifica de las carac-
teristicas fenotipicas propias de la enfermedad. Por ello, el laboratorio clinico desempefia un
papel esencial en el diagndstico de esta patologia.

La hipdtesis de partida para esta Tesis se basa en la capacidad que presenta el Laborato-
rio Clinico para poder llegar a un diagndéstico definitivo de esta patologia, aportando pruebas y
evidencias que confirman la reduccion de la actividad a-glucosidasa &cida, fundamento de la
enfermedad.

Para ello, en el desarrollo de esta Tesis intentaremos alcanzar los siguientes objetivos:

- Contribuir a la actualizacion de informacién sobre la enfermedad de Pompe, a través de
una extensa revision bibliografica que presente los principales puntos de conocimiento
sobre el contexto, diagnostico y tratamiento de la enfermedad.

- Implantacion de la determinacion de a-glucosidasa acida en DBS como método de scree-
ning diagnostico para la enfermedad de Pompe, y estudio de la veracidad de esta determi-
nacion mediante la participacion en programas de evaluacion externa de la calidad.

- Consenso de la determinacion de a-glucosidasa acida intralinfocitaria como método gold-
standard para el diagnostico de la enfermedad de Pompe (pros/contras vs uso de biopsia
muscular y/o fibroblastos).

- Valoracién de la glucosa tetrasacarido como biomarcador diagndstico de la enfermedad
de Pompe.

- Contribucion del estudio molecular de la mutacion 1VS1-13T>G al diagnostico definitivo
de la enfermedad de Pompe.

- Proposicion de un algoritmo diagndstico de la enfermedad de Pompe para el Laboratorio
Clinico.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

La parte experimental de esta Tesis se apoya en protocolos ya utilizados y contras-
tados por otros grupos de investigacion. En muchos de los experimentos hemos realizado
modificaciones, adaptaciones y/o mejoras, para optimizar los resultados obtenidos segin
nuestro sistema de trabajo.

La cartera de pruebas analiticas realizadas para llegar al diagnostico de la enfer-
medad de Pompe incluye:
= Determinacion de actividad GAA en sangre seca recogida sobre papel (DBS).
« Determinacion de actividad GAA intralinfocitaria.
= Determinacion de los niveles de Glucosatetrasacérido en orina de 24 horas.
= Estudio molecular de la mutacion 1VS1-13T>G.

1. Pacientes

Las muestras incluidas en cada uno de los experimentos realizados durante el de-
sarrollo de la Tesis y cuyos resultados nos permitieron obtener conclusiones, proceden de
una serie de pacientes distribuidos practicamente por toda la geografia espafiola y envia-
dos a nuestro laboratorio.

Este se encuentra ubicado en el Servicio de Bioquimica Clinica del Hospital Uni-
versitario Virgen del Rocio de Sevilla, constituye un centro de referencia para la enferme-
dad de Pompe y en él se reciben muestras de pacientes de todo el pais con alta sospecha
de padecer esta dolencia.

Los principales sintomas de los pacientes sometidos a nuestras pruebas diagndsti-
cas fueron: la existencia de miopatia, mialgias, debilidad muscular, intolerancia al ejerci-
cio, distrofia de cinturas, miocardiopatia (en casos infantiles), insuficiencia respiratoria y
la hiperCKemia.

También se realizaron los estudios correspondientes a familiares de pacientes ya
diagnosticados, normalmente al manifestar algin signo de la enfermedad.
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2. Determinaciéon de actividad a-Glucosidasa 4cida en sangre seca

recogida sobre papel

La determinacion se llevé a cabo segun la técnica descrita por Chamoles et al
(2004)*** basada en la accion de la enzima o-Glucosidasa acida lisosomal presente en la
muestra del paciente, sobre el sustrato 4-metilumbeliferil-a-D-glucopiranésido, liberando
4-metilumbeliferona que a pH alcalino produce fluorescencia proporcional a la actividad
de la enzima.

ACTIVIDAD ENZIMATICA

SUSTRATO- + MUESTRA > PRODUCTO £4MU

La muestra de partida fue sangre seca recogida sobre papel (DBS, del inglés Dried
Blood Specimen).

2.1. Toma de muestras

Como en todas las determinaciones analiticas, la correcta obtencion de la muestra
fue vital para poder realizar un buen estudio y obtener resultados fiables.

Las tarjetas de papel utilizadas por nuestro laboratorio son cartulinas de papel
cromatografico S&S903 en las que quedan indicadas por circulos las zonas donde debe
aplicarse la sangre. Ademas, contienen informacion a completar por el clinico sobre los
datos demogréficos del paciente y la determinacién que se desea realizar.

Para una adecuada obtencion de la muestra de DBS, ya sea para la determinacion
de actividad GAA como para cualquier otra enzima, deben seguirse los siguientes pasos:

= Sumergir la mano de la puncién en agua a 37-40°C.

Desinfectar la zona de la puncion con alcohol (No usar desinfectantes que conten-
gan yodo).

« Realizar la puncién con una lanceta estéril.

Despreciar la primera gota de sangre que suele estar contaminada con el desinfec-
tante u otras impurezas.

Esperar hasta que se haya formado una gota lo suficientemente grande.
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= Tocar la tarjeta de papel con la gota de sangre de forma constante sin presionar
sobre el papel.

« No presione el dedo con excesiva fuerza para evitar la expulsion de liquido inters-
ticial.

« Espere hasta que la sangre haya calado hasta el reverso del papel teniendo cuida-

do de no sobrepasar los limites del circulo indicado. ESTE PUNTO TIENE ES-
PECIAL IMPORTANCIA.

« No vuelva a aplicar sangre sobre el mismo circulo.
= Deje secar la sangre sobre una superficie limpia, lisa y no absorbente.

« Rellene la tarjeta correctamente con los datos correspondientes. Introduzca la tar-
jeta en una bolsa de plastico, ciérrela adecuadamente y enviela al Laboratorio.

Initials and Family Name

HEEEe NN EEEEEEEE

Date of Birth Sex Date of collection

N . []
|
|

Patient Identification Number

Requesting Physician

Hospital Name

i Adress

@ Telephone

< E-mail

|

|

|

|

|

| L
:| Fabry D Pompe ’7‘ Gaucher D MPSI

Disease Disease Disease

|
|
|
Country ‘
|
|
Test Requested: ‘

Figura I11.1. Modelo de tarjeta de recogida de muestras DBS



MATERIALES Y METODOS

2.2.Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron de calidad analitica, proporcionados por
Sigma, Merck, Mallinckrodt o similares, salvo que se indique lo contrario. En la especifi-
cacion de cada uno de los materiales y métodos, queda indicada la procedencia de cada
reactivo.

2.2.1. Tampon acetato de sodio 0.4M, &cido y neutro
Merck 1.06267.1000. PM: 136.08

Se prepararon sendos tampones acetato 1M acido y neutro respectivamente, para
luego preparar a partir del ellos las soluciones tampon 0.4M a los mismos pH’s.

La conservacion se realizé en alicuotas a -20°C.

2.2.2.Sustrato: 4-metil-umbeliferil-a-D-glucopiranosido 2.8mM
SIGMA, M-9766. PM:338.3

El sustrato era un preparado que fue necesario diluir en los tampones de acetato de
sodio que preparamos anteriormente. Asi, para elaborar la solucion &cida del sustrato, se
disolvié la 4-MU-a-D-glucopirandsido en el tampon acetato acido, y para la solucion neu-
tra de sustrato se disolvié en el tampon acetato neutro.

La conservacion se realizé en alicuotas a -20°C.

2.2.3.Inhibidor: Acarbosa 40uM
SIGMA A-8980. PM: 645.61

La solucién de acarbosa destinada a inhibir especificamente la actividad enzimati-
ca maltasa glucoamilasa (MGA) “** | permitié que la actividad a-glucosidasa fuera re-

flejo Unicamente de la GAA efectiva.

Su preparacién consistié Unicamente en disolver la solucion madre de acarbosa,
hasta una concentracion de 40uM con agua destilada.

La conservacion se realizé en alicuotas a -20°C.
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2.2.4.Solucion Testigo: 4-Metilumbeliferona
SIGMA, ref. M-1381. P.M. 176.17

Se construy6 una curva de calibracién que nos permita establecer la relacion entre
la intensidad de la fluorescencia y la actividad enzimatica presente en las muestras. Para
ello se partio de distintas concentraciones de una solucion testigo de 4-Metilumbeliferona
(4-MU), que en las reacciones era el producto fluorescente que debia formarse.

La curva testigo se requiere para calcular los resultados del ensayo por extrapola-
cion, siendo necesario asegurarse que la fluorescencia medida en el ensayo se encuentra
dentro del rango lineal de medicién.

La preparacion de la solucion testigo a distintas concentraciones requirié la diso-
lucion de la solucion madre de 4-MU en un tampén TCG (Carbonato-Glicina) a pH basi-
co. Ademas, con objeto de conservar la fluorescencia del compuesto, debe evitarse disol-
ver en agua caliente y se procurd proteger de la luz todo lo posible. Como siempre, la
conservacion fue en alicuotas a -20°C.

Partiendo de una solucién de 1140 nmol/uL de 4-MU se realizaron diluciones se-
riadas al 1/2 con TCG, llegando hasta una concentracion de 8.9 nmol/uL. Ver Tabla I11.1

1140.0 239692 Curva patrén 4-MU
300000
570.0 121551 y=210.76x
250000 R2 = 0,9999
285.0 58924 - "

1425 31141 150000 —
100000 /
71.3 15160 . —

Fluorescencia

35.6 7596 0 0 200 400 500 a00 1000 1200
17.8 3876 Concentracion 4-MU
8.9 2085

Tabla I11.1. Curva de calibracion de 4-MU con las concentraciones expresadas en nmol/uL y la
fluorescencia emitida.
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2.2.5. Solucion Stop: Etilendiamina 0.13M, pH bésico

SIGMA, 195804. P.M. 133.02

Con objeto de parar la reaccion enzimatica una vez transcurrido el tiempo de reac-
cion estipulado, se afiadié una solucion de stop de etilendiamina diclorhidrato 0.13M a pH
bésico que, debido a sus propiedades bioquimicas y a su alto pH, conseguia detener la
actividad enzimatica, y por tanto, el proceso de formacion del producto fluorescente.

Tras su preparacion, y antes de su uso, se conservé a 4°C en frasco de color topacio.

2.3.Reaccion

S U EEE Disponiamos de placas de 96 pocillos

000000000000 de 400uL de capacidad (Microplaca

*QOQQOQQQOQQO GREINEFLQ1 BIO-ONE FIA-PLATE, BLACK

J0J0JI0I0I0I0I01010101010) L ’

cOO000O0000O0OOOO || Ref. 655076), en los que tenian lugar la

‘ 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 reaccion de determinacion. En cada uno de

; ellos colocamos, gracias a un puncher manual,

" 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 un disco DBS de 1,5 mm. Posteriormente

afladimos en cada pocillo lo que se indica en la
Figura 111.2. Microplaca. figura 111.3:
Columnas Columna
111 12 Acarbosa B’uffer Buffer Sl,,ISFI’aIO Sustrato Sol §u§tr. Sustr.
M Curva Acido | Neutro | &cido | neutro Stop | Acido | neutro
uestra AMU |

Actividad |A| X X X X g X

Total

awG) |B| X X X X lB{ X .
Actividad|C| X X | X | X X a X c

Inhibida

wacmp| X | X | X | X X 6 X 0

Al X X XN A

24

Toal [T X X X || X

Blanco FEC

Acido |C >< >< >< >< ><

Blanco

Blanco 1y X} X X X X
Figura 111.3. Esquema de la preparacion de la reaccion enzimética en microplaca para
determinacion en DBS.
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La reaccion finalizé tras la adicion a cada uno de los pocillos de la solucion de
stop de etilenamina diclorhidrato.

Se agregd a continuacion a la fila G solucion de sustrato en tampén &cido y a la
fila H solucidn de sustrato en tampon neutro.

Las distintas fracciones de actividad enzimatica se calcularon a partir de las filas
correspondientes tal y como queda indicado en la Figura 111.3

2.4.Proceso de lectura en microplacas

La lectura de la microplaca se realizé en un espectrofluorimetro de microplaca de
longitud de onda variable Beckman Coulter, modelo DTX880. La longitud de onda de
excitacion fue de 355 nm y de emision de 460 nm. El tiempo de lectura fue de 800
milisegundos.

2.5. Calculos

Todas las determinaciones se realizaron por duplicado en pocillos contiguos, ex-
cepto la curva de solucion testigo de 4-MU que se realiz6 por determinacion simple.

En primer lugar se calculd la actividad acida total (AaG) por extrapolacion en la
curva. La determinacion de AaG suele ser normal en todos los individuos, excepto en
aquellos excepcionalmente patoldgicos, ya que incluye no sélo la actividad GAA sino
también la MGA.

Tambiéen por extrapolacion, se calcul6 la actividad neutra total (NaG) cuya finali-
dad es informar sobre la calidad de la muestra, encontrandose reducida en las muestras de
mala calidad. Y con el mismo sistema, la actividad a-glucosidasa con inhibicion (AaGIM
0 actividad acida efectiva) que no debia ser inferior a 0.75 pmol/L/h en los individuos
sanos.

Para determinar si realmente existe patologia, se calculd, asi mismo, la relacion
NaG/AaG encontrandose por encima del 15% en los individuos con la enfermedad.

Se calculé ademas, el porcentaje de inhibicion como: [(AaG - AaGIM)/ AaG] de
modo que si supera el 80% el resultado apunta a la existencia de EP.
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Por Gltimo resulta de gran utilidad y muy representativo, el valor del porcentaje de
actividad residual de la enzima, calculado Unicamente en los individuos patoldgicos y que
pone de manifiesto el porcentaje de actividad que presenta el individuo con respecto a un
100% tedrico (con un valor de 0.75umol/L/h).
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2.6. Informe de los resultados

El informe completo de los resultados obtenidos queda representado en la
Figura I11.4.

Servicio Andaluz de Salud
CONSEJERIA DE SALUD

Paciente:
Centro:
Consulta:
Doctor/a:
Poblacién:

Servicio de Bioquimica Clinica
Unidad de Metabolopatias

Diagnostico de Enfermedad de Pompe en Sangre seca recogida sobre papel (DBS).

Analisis de la muestra de sangre impregnada en papel con n° de referencia recibida
en nuestro laboratorio el dia 00/00/20__.

Resultado Rango Referencia
o-glucosidasa a pH acido (AaG) (135 - 6.0 upmol/L/h)
a-glucosidasa a pH neutro (NaG) (1.50 -17.50 pmol/L/h)
a-glucosidasa con inhibicion (AaGIM) (0.75 - 5.0 pmol/L/h)
Cociente NoG/AaGIM (£15.0)

% de inhibicion de AaG ( < 80 %)
Actividad residual (%)
COMENTARIO DE LOS RESULTADOS:
Sevilla, _ de de20 .
Fdo:

Figura 111.4. Informe de resultados de la actividad GAA en DBS
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2.7. Control de calidad de las muestras DBS

Los resultados que proporciona el laboratorio clinico deben ser exactos (veraces y
precisos) para proporcionar una informacion clinica correcta, de modo que sean compara-
bles con resultados anteriores/posteriores y entre distintos laboratorios.

Para estudiar la veracidad de un procedimiento de medida es necesario comparar
una media de valores obtenidos con un valor supuestamente verdadero. En el laboratorio
clinico pueden utilizarse valores considerados como verdaderos, principalmente de tres
tipos:

- El valor asignado a un material de referencia

- El valor obtenido con un procedimiento de medida de referencia

- El valor consenso obtenido en un programa de evaluacion externa de la calidad

Nuestro laboratorio participa en un programa piloto de evaluacion externa de la
calidad dirigido por el CDC de Atlanta: Public Health Service - Department of Health and
e Human Services - Centers for Disease Control and

'(',7 '9 * / Prevention (CDC) - Newborn Screening (Quality As-
"I/ﬁ ] @ surance Program) - Lysosomal Storage Disorders,

} Quality Control Specimen Certification.

%,

En este programa, aun en fase piloto, participan en torno a 50 laboratorios de todo
el mundo y su objetivo es llegar a implantar un completo y definitivo programa de eva-
luacion de la calidad centrado en las principales enfermedades lisosomales: Fabry, Gau-
cher, Pompe, MPS |, 1l y IV.

Para ello, de forma semestral, se reciben en nuestro laboratorio 3 tarjetas (corres-
pondientes a niveles Bajo, Medio y Alto) con 15 circulos impregnados de sangre para
determinar los valores de actividad enzimatica correspondiente a cada una de las enfer-
medades lisosomales antes indicadas.

Los resultados que han de enviarse son la media aritmética y desviacion estandar
tanto de la fluorescencia medida como de la actividad enzimatica calculada, asi como el
coeficiente de variacion de las determinaciones (tanto de la fluorescencia como de la acti-
vidad enzimética). Es preciso indicar el rango normal considerado en nuestro laboratorio
y el valor limite para la patologia.

Los resultados se envian al CDC de Atlanta y en cuestion de unos meses se reci-
ben los resultados que indican el grado de concordancia de nuestros resultados con los
valores tedricos asignados y con el resto de laboratorios participantes en el proyecto.
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3. Determinacién de actividad a-Glucosidasa acida intralinfocitaria

La determinacion tiene la misma base que la descrita en el apartado 2. Determina-
cion de actividad o-Glucosidasa &cida en sangre seca recogida sobre papel, sélo que en
este caso el material de partida es un concentrado sonicado de linfocitos.

Al tratarse de una actividad enzimatica intralinfocitaria ésta se encuentra supedita-
da tanto a la cantidad de linfocitos presente en la muestra como a la concentracion de en-
zima existente en éstos. Para tener en cuenta este detalle, expresamos la actividad enzima-
tica en funcion de la concentracion de proteinas existente en el concentrado sonicado de
linfocitos, que es preciso calcular.

3.1. Tomay preparacion de muestras

Al tratarse de una determinacion intralinfocitaria, es necesario hacer primero una
extraccion de linfocitos. Asi, el proceso de toma de muestra constd de dos fases: una pri-
mera fase de aislamiento de los linfocitos a partir de sangre total y una segunda fase de
sonicado de los linfocitos aislados.

L Para el aislamiento de los linfocitos, se extraje-
— ron 8mL de sangre total en tubos CPT de gradiente de
Ficoll, con un gel separador y con heparina sodica como

M~ anticoagulante (BD Vacutainer® CPT™ ref. 362780).
Plasma A continuacion, centrifugamos a 3000 rpm durante 30

min a 4°C vy sin freno, y el resultado fue 4 fases bien

Halotransmcido("”\fo diferenciadas: una primera fase de plasma, un halo

MONO blanquecino donde se encuentran los linfocitos, segui-

Ficoll damente el Ficoll y por ultimo los hematies y los poli-

W PMN + Hematies morfonucleares. Se recogio el suero y el halo de linfoci-
contaminantes tos y lo afladimos a un tubo Falcon de 10 mL que centri-

Figura 111.6. Separacion de linfo- | fugamos 5 minutos a 3500 rpm a 4°C y, esta vez, con
citos en tubo CPT. freno. Tras esto, se desprecia el sobrenadante y lavamos

el pellet con agua destilada en agitacion afiadiendo a continuacion NaCl al 1.8%, de forma
que terminamos de eliminar el resto de hematies, volviendo a centrifugar en las mismas
condiciones y repitiendo los pasos de lavado un par de veces. Una vez tenemos el pellet
limpio se conservan las muestras a -80°C.
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Posteriormente, es necesario sonicar el aislado de linfocitos. Para ello usamos un
sonicador manual Branson Digital Sonifier. Tomamos las muestras congeladas y tras re-
suspender en 500 pL de agua destilada se procedi6 a sonicar durante 10 segundos a una
amplitud del 20% y hasta una temperatura maxima de 26°C. El resultado es una suspen-
sion del contenido intralinfocitario donde se encuentra la enzima.

3.2.Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron de calidad analitica, proporcionados por
Sigma, Merck, Mallinckrodt o similares, salvo que se indique lo contrario. En la especifi-
cacion de cada uno de los materiales y métodos, queda indicada la procedencia de cada
reactivo.

3.2.1. Tampon citrato-fosfato 0.2M, &cido y neutro
Panreac 131018.1211

Como en el caso anterior, se requerian un tampon acido y uno neutro para llevar a
cabo las reacciones correspondientes. En este caso, se prepararon dos tampones citrato-
fosfato 0.2M a partir de soluciones de acido citrico (Panreac 131018.1211) y fosfato sédi-
co (Merck 1.06580.1000), llevando luego las disoluciones a los pH’s correspondientes.

La conservacion se realizé en alicuotas a -20°C.

3.2.2.Sustrato: 4-metil-umbeliferil-a-D-glucopiranésido 2.8mM
SIGMA, M-9766. PM:338.3

El sustrato era un preparado que fue necesario diluir en los tampones citrato-
fosfato que preparamos anteriormente. Asi, para elaborar la solucién &cida del sustrato, se
disolvié la 4-MU-a-D-glucopiranésido en el tampon citrato-fosfato acido, y para la solu-
cion neutra de sustrato se disolvié en el tampdn citrato-fosfato neutro.

La conservacion se realizé en alicuotas a -20°C.
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3.2.3.Inhibidor: Acarbosa 40uM
SIGMA A-8980. PM: 645.61

La solucion de acarbosa tiene como fin inhibir especificamente la actividad en-
zimatica maltasa glucoamilasa (MGA) “ *°* que pudiese existir en la muestra debido a la
existencia de algun polimorfonuclear que hubiese escapado durante el proceso de aisla-
miento de linfocitos, permitiendo que la actividad a-glucosidasa fuera reflejo Unicamente
de la GAA efectiva.

Su preparacion consistié Unicamente en disolver la solucion madre de acarbosa,
hasta una concentracion de 40uM.

La conservacion se realiz6 en alicuotas a -20°C.

3.2.4.Solucion Testigo: 4-Metilumbeliferona
SIGMA, M-1381. P.M. 176.17

Se construy6 una curva de calibracidn que nos permita establecer la relacion entre
la intensidad de la fluorescencia y la actividad enzimatica presente en las muestras. Para
ello se partio de distintas concentraciones de una solucion testigo de 4-Metilumbeliferona
(4-MU), que en las reacciones era el producto fluorescente que debia formarse.

La curva patron de 4-MU construida es de preparacion y resultados similares a la
presentada en el apartado 2.6. Solucién Testigo: 4-Metilumbeliferona para DBS.

3.2.5.Solucion Stop: Tampdn Carbonato-Glicina 0.17M, pH bésico
SIGMA, 195804. P.M. 133.02

Con objeto de parar la reaccion enzimatica transcurrido el tiempo de reaccion esti-
pulado, se afiadid una solucion de stop consistente en un tampon Carbonato-Glicina
0.17M a pH bésico que, debido a sus propiedades bioquimicas y a su alto pH, conseguia
detener la actividad enzimatica, y por tanto, el proceso de formacion del producto fluores-
cente.

Tras su preparacion, y antes de su uso, se conservo a 4°C en frasco de color topacio.
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3.3. Reaccion

Se realiza en las mismas placas que para el caso de las muestras DBS.
Disponiamos de placas de 96 pocillos de 400 pL de capacidad (Microplaca GREINER BIO-
ONE FIA-PLATE, BLACK, Ref. 655076), en los que tenian lugar la reaccion de
determinacién. En cada uno de éstos colocamos, 10 pL de la solucion sonicada y

centrifugada. Posteriormente se procede segun se indica en la Figura Ill. 7:
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Figura 111.7. Esquema de la preparacion de la reaccion enzimatica en microplaca para la
determinacion de actividad intralinfocitaria.

La reaccion finalizo tras la adicidn a cada uno de los pocillo de la solucion de stop
de tampdn Carbonato-Glicina.

Se agreg6 a continuacion a la fila G, solucién de sustrato en tampon &cido y a la
fila H solucion de sustrato en tampon neutro.

Las distintas fracciones de actividad enzimética se calcularon a partir de las filas
correspondientes tal y como queda indicado en la Figura I11.7.

Todas las determinaciones se realizaron por duplicado en pocillos contiguos, ex-
cepto la curva de solucion testigo de 4-MU que se realizd por determinacion simple.
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3.4. Proceso de lectura en microplacas

La lectura de la microplaca se realizé en un espectrofluorimetro de microplaca de
longitud de onda variable Beckman Coulter, modelo DTX880. La longitud de onda de
excitacion fue de 355 nm y de emisién de 460 nm. El tiempo de lectura fue de 800
milisegundos.

3.5. Determinacion de proteinas intralinfocitarias

Para calcular la concentracion de proteinas existente en las muestras y asi expresar
la actividad enzimatica en funcion de ésta, utilizamos un método espectrofotométrico de-
rivado del empleado por Lowry et al**.

Partimos de linfocitos aislados de sangre total, sonicados y conservados a -80°C.
Una vez descongelados, centrifugamos a 3500 rpm durante 5 minutos en centrifuga refri-
gerada a 4°C y usamos el sobrenadante.

Se requieren como reactivos de base: Reactivo A: CO3Na; al 2% en NaOH 0.1 M;
Reactivo B: SO,Cu.5H,0 al 1%; y Reactivo C: Tartrato sodico potasico al 2%. Mezclan-
do estos 3 reactivos en el momento de realizar la determinacion obtenemos el primer reac-
tivo (Reactivo-1) de la reaccion de Lowry.

Como segundo reactivo de la reaccion usamos el denominado Reactivo de Folin
en su formato comercial (Sigma ref. F9252).

Curva concentracion proteinas

03
10 0.008 025 {——| ¥ baass /‘
25 0.030 g o -
g 015
50 0.065 2 o /
100 0.135 o //
. . . . ‘ ‘
0 50 100 150 200 250
200 0.255

Concentracion

Tabla I11.2. Curva de calibracion para la determinacion de concentracion de proteinas de
muestras de linfocitos aislados.
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Fue preciso preparar una curva a partir de una solucién stock de albdmina de con-
centracion 1000 mg/dL (Albumin human Sigma-Aldrich ref. A9731) para extrapolar los valo-
res obtenidos en nuestras muestras. Los puntos de la curva se expresan en la Tabla I11.2.

El procedimiento, tanto para las muestras como para la construccion de la curva
consistio en colocar en tubos de al menos 4 mL de capacidad:

Muestra/Calibrador/Control: 50 ul

Agua destilada: 450 ul

Reactivo-1: 2500 ul
Mezclar bien durante 10 minutos en oscuridad

Reactivo-2: 250 ul

El resultado es una solucién con distinta intensidad de azul segun la concentracion
de proteinas existente en la muestra.

Se procede a continuacion a la lectura en el espectrofotometro (ThermoSpectronic
Genesys 10uv) a 580 nm y extrapolamos los resultados de las muestras en la curva de
calibracion de proteinas.

Para asegurar que el proceso se llevo a cabo de forma correcta, procesabamos si-
multaneamente dos Controles de Bio-Rad, UCC-1 y UCC-2(Liquichek™ 397 y 398, res-
pectivamente).

3.6. Calculos

En este caso al no existir actividad MGA en los linfocitos, la actividad enzimatica
estara en funcion de la actividad GAA &cida total presente en los linfocitos. Esta se calcu-
la por extrapolacion de la fluorescencia obtenida a partir de la curva de 4AMU.

Como hemos indicado, la actividad enzimatica intralinfocitaria depende de la con-
centracion de linfocitos en la muestra y la expresion de la enzima en estas células, por lo
que el resultado final ha de quedar expresado en funcién de la concentracion de proteinas
de la muestra, también por extrapolacién en su curva de calibracion.

De esta forma, el resultado final quedd expresado en nmol/min/mg proteina siendo
los valores normales los resultados entre 0.2 y 1.0 nmol/min/mg proteina.
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3.7. Informe de los resultados

El informe completo de los resultados obtenidos queda representado en la
Figura 111.8.

WareNl  ericio Andaluz de Salud
A :
T APOALICR CONSEJERIA DE SALUD

Paciente:
Centro:
Consulta:
Doctor/a:
Poblacion:

Servicio de Bioquimica Clinica
Unidad de Metabolopatias

Diagnostico de Enfermedad de Pompe en Linfocitos.

Los andlisis realizados en la muestra de sangre total con n® de referencia , recibida en
nuestro Laboratorio el dia --/--/-- tuvieron los siguientes resultados:

Paciente Enzima Actividad a-Glucosidasa &cida total
en linfocitos
X a-Glucosidasa Y nmol/min/mg proteina
Valores de
referencia 0.2 — 1.0 nmol/min/mg proteina
COMENTARIO DE LOS RESULTADOS:
Sevilla, __de de20__.

Fdo:

Figura 111.8. Informe de resultados de la actividad GAA intralinfocitaria
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4. Determinacion de los niveles de Glucosa tetrasacarido en orina

Se han desarrollado diferentes metodologias para la determinacion de la Glc4 in-
cluyendo inmunoensayos, cromatografia de afinidad con anticuerpos frente a Glc4, cro-
matografia liquida de alta resolucion con deteccion ultravioleta o electroquimica
(HPLC/UV-ED) o bien cromatografia gaseosa/liquida con deteccion mediante espectro-
metrl'a de masasl88, 323, 324, 327—330.

Nosotros hemos llevado a cabo una modificacion en la metodologia de HPLC/UV
descrita por An Y et al'® que presenta la ventaja de precisar un menor tiempo de desarro-
Ilo cromatografico para la cuantificacion de la Glc4 urinaria.

4.1. Materiales e instrumentacion

Glucosa tetrasacarido (Glc4), Lactosa, Maltosa, Glucosa, Manosa y Cellopentaosa
(estandard interno), componentes del calibrador, procedentes de Sigma-Aldrich.

N-butil-4-aminobenzoato, Cianoborohidruro sédico, Acido acético glacial y Me-
tanol LiChrosolv, como productos usados en el proceso de derivatizacion, suministrados
por Merck KGaA.

Tetrabutilamonio cloruro y Acetonitrilo LiChrosolv, constituyentes de los solven-
tes de la fase mévil suministrados igualmente por Merck KGaA.

Los cartuchos LiChrolut RP-18 (40-63 um) 100 mg usados en la preparacion de
las muestras, procedian de la casa VWR y la columna Synergi 4um Hydro-RT 80 (Phe-
nomenex®) 250x4.6 mm utilizada como fase estacionaria en el procedimiento analitico,
de la casa Jasco.

El procedimiento cromatografico de HPLC/UV se llevo a cabo en un equipo mo-
dular Agilent 1100 dotado de inyector automatico de las muestras.
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4.2. Tomay preparacion de muestras

Las muestras de orina se recogieron durante un periodo de 24 horas, y se conser-
varon a -20°C hasta la determinacion analitica.

La determinacion de los oligosacaridos de glucosa mediante cromatografia liquida
requiere un proceso previo de derivatizacion de las muestras, en nuestro caso realizado
seglin el método de Poulter y Burlingame modificado®*. Este proceso, que se realiza me-
diante el uso de N-butil-4-aminobenzoato (BAB), presenta las ventajas de su especifici-
dad, sensibilidad, reproductibilidad y alta resolucion. Ademas, su simpleza y bajo coste
posibilitan su utilizacion en los laboratorios clinicos.

La derivatizacion de muestras y calibradores se realiza del siguiente modo:

« 50 pL de orina/calibrador.

« 10 pL de Solucion del Estandar Interno (1.2 mmol).

» 140 pL de Reactivo de derivatizacion (preparado diariamente a base de N-bil-
4aminobenzoato, cianoborohidruro sédico, acido acético y metanol).

« Se procede a continuacion a incubar en vial tapado en un termobloque a 80°C durante
45 minutos.

« Después de enfriar en bafio de agua, las muestras/calibradores se diluyen mediante la
adicion de 900 pL de una mezcla de acetonitrilo/agua (15/85 v/v).

La fase de extraccion de muestras/calibradores se lleva a cabo mediante cartuchos
LiChrolut® RP-18 (40-63 pum) 100 mg previamente acondicionados por la adicion de
Metanol seguido de agua destilada.

Los oligosacaridos derivatizados, procedentes de las muestras/calibradores afiadi-
dos a los cartuchos, son lavados con la mezcla acetonitrilo/agua (15/85 v/v) y eluidos fi-

nalmente mediante la adicion de una mezcla acetonitrilo/agua (30/70).

El eluido esta ya preparado para inyectar directamente en el sistema de HPLC.
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4.3. Analisis y cuantificacion mediante HPLC
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Figura I11.9.
Ejemplo de cromatograma con altas concentraciones de Glc4.

Los oligosacéridos de-
rivatizados son separados en
una columna Synergi 4um
Hydro-RT 80 250x4.6mm con
un flujo de 0.9 ml/min. y de-
teccion UV a 304 nm durante
un tiempo de 40 minutos.

La fase movil estuvo
formada por:

o Sol. A. Tetrabutilamonio
cloruro 10 mM en Ace-
tonitrilo/Agua 20/80 v/v.

o Sol. B. Acetonitrilo pu-
ro.

Se utilizé un procedi-
miento de separacion en gra-
diente durante 40 minutos.

Las areas de los picos de Glc4 y estandar interno (Cellopentaosa) se calculan au-
tomaticamente con correccion de la linea base, usando la ratio de ambas areas para la

cuantificacién de la GlcA4.



MATERIALES Y METODOS

4.4. Informe de los resultados

Servicio Andaluz de Salud
CONSEJERIA DE SALUD

Paciente:
Centro:
Consulta:
Doctor/a:
Poblacion:

Servicio de Bioguimica Clinica
Unidad de Metabolopatias

Determinacion de Glucosa tetrasacarido para el diagndstico de la Enfermedad de Pompe.

En la muestra de Orina con n° de referencia recibida en nuestro laboratorio el
dia --/--/---- se obtuvieron los siguientes resultados:

Fecha de Gled Valores normales
Paciente nacimiento mmol/mol creat.
X -=f--]---- Y 0.30-1.0

COMENTARIO DE LOS RESULTADOS:
Sevilla, __ de de 20 .

Fdo:

Figura 111.10. Informe de resultados de la concentracion de Glc4 en orina de 24 horas.
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5. Estudio molecular para la mutaciéon 1VS1-13T>G

La mutacion IVS1-13T>G es la mas comun en Europa encontrandose en mas de la
mitad de los pacientes de raza blanca™. Es una mutacion tipica de la variedad del adulto,
de hecho, el 71% de los pacientes heterocigotos compuestos con ésta variedad de la en-
fermedad la presentan.

Se trata de una transversion de Timina a Guanina en la posicion -13 del sitio acep-
tor del intron 1 del gen, originando splicings alternativos®’, que dan lugar a transcritos
aberrantes en los que queda suprimido el primer exon codificante, el exon 2; y transcritos
completos (~10%) ** ** con la informacion adecuada para producir la enzima funcional®.

En consecuencia, nos planteamos que seria de gran interés desarrollar un sistema
de analisis molecular para detectar la presencia de la mutacion a través de una reaccion de
PCR a tiempo real que nos permitiera identificar de forma répida y sencilla a los pacientes
que portan esta mutacion.

Asimismo pensamos, que desarrollando un sistema de extraccion del ADN a partir
de las muestras de DBS contribuiriamos de forma muy importante a la mejora del proceso
diagnostico, proporcionando un sistema eficiente, de calidad, y sobre todo, de mayor co-
modidad para clinicos y pacientes, que proporcionara un diagnéstico completo (hasta el
nivel molecular) de la enfermedad de Pompe.

5.1. Aislamiento del ADN

El aislamiento de ADN se realizo tanto a partir de las muestras de sangre total
(con EDTA como anticoagulante) como de muestras DBS, recibidas para realizar el anali-
sis de actividad enzimatica. De esta forma pusimos a punto la técnica de deteccion de la
mutacion para ambos tipos de muestras.

En lo referente a la sangre seca, el primer paso fue cortar seis discos DBS de 3
mm de diametro y colocarlos en tubos de ensayo de 5 mL junto con 400 pL de agua des-
tilada, y dejarlos en agitacion en un bafio termostatizado a 56°C durante 2 horas.

Tras este paso, centrifugamos y extraemos el sobrenadante del cual haremos la ex-
traccion propiamente dicha. A partir de este paso el proceso es comun tanto para DBS
como para sangre total, de forma que se procede a la extraccién utilizando MagNA Pure
Compact Nucleic Acid Isolation Kit I ®, Roche Applied Science, Indianapolis, USA,; elu-
yendo en un volumen final de 200 pL de tampon de elucion.
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El MagNA Pure Compact® es un sistema de extraccion basado en el uso de
particulas magnéticas que permite el aislamiento rapido y automatizado de &cidos nucléi-
cos (ADN, ARNt, ARNm).

El 4cido nucléico obtenido debia ser altamente puro y fue el que usamos para lle-
var a cabo la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) a tiempo real.

El fundamento, asi como las etapas del proceso de aislamiento de &cidos nucléi-
cos, se representa en la Figura 111.11.

Adicion de . ici6 L
Muestra Adicién de Ad|CJon de Capturadel  Lavado Separacion del  gycion
Buffe_r de Proteinasa K & particulas ADN ADN
Lisis magnéticas

Figura I111.11. Fundamento del aislamiento de ADN por el sistema MagNAPure Compact Nucleic
Acid Isolation Kit I®, Roche Applied Science.

Las etapas en las que consta el aislamiento de los acidos nucleicos son: 1) 400 uL
de muestra eluida del DBS o 400 pL de muestra de sangre total. 2 y 3) Lisis celular y de-
gradacion de proteinas mediante el buffer de lisis, que contiene sales caotrdpicas, y pro-
teinasa K, respectivamente. 4) Union del ADN a la superficie de las particulas magnéti-
cas. 5) Las particulas magnéeticas son recogidas gracias a un iman. 6) Eliminacion de de-
sechos celulares mediante lavados. 7) Las particulas magnéticas son separadas del buffer
de lavado que contiene las impurezas. 8) Elucion de los acidos nucléicos durante la elimi-
nacion de las particulas magnéticas.
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5.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo real e

identificacion de la mutacion IVS1-13T>G

El analisis molecular se llevo a cabo mediante PCR a tiempo real, método enzima-
tico de sintesis in vitro de multiples copias de una secuencia especifica de ADN que fue
desarrollada por Mullis a mediados de los afios 80°*’. En dicha reaccion se requiere el uso
de cebadores o primers (pequefios fragmentos de ADN capaces de unirse a secuencias
complementarias especificas que limitan la regién que queremos amplificar), nucledtidos
y la presencia de la enzima Tag- polimerasa (purificada a partir de la bacteria Thermus
aquaticus) “** que cataliza la sintesis de la cadena complementaria del ADN molde de
cadena sencilla. Ademas, en el caso de la PCR a tiempo real se adiciona un compuesto
(sonda) marcado con un fluoroforo que en el termociclador, dotado con sensores de medi-
da de fluorescencia, y tras excitar el fluor6foro a una longitud de onda apropiada, nos
permite medir la tasa de generacion de uno o mas productos especificos. Dicha medicidn,
se realiza tras cada ciclo de amplificacion, de ahi su nombre.

La PCR se basa en un ciclo repetido consistente en tres pasos (Figura 111.12):
« Desnaturalizacion del ADN de doble cadena (94-95°C)
« Hibridacién o annealing del cebador en el extremo especifico 3" del ADN molde
« Elongacion o extension del cebador por accion de la ADN polimerasa en direccién
5" — 3" (temperatura Optima de actividad de Tag-polimerasa 72°C).

CONVENTIONAL SYMMETRIC PCR

Strand [+ ® Exponential ;Exponem«m Amplification
denaturation =/ 0000 ==l symmetric  ; symmetric  : self limits
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Figura 111.12. Principio de la reaccion de PCR esquematizdndose sus distintas fases.

En nuestra reaccion de PCR a tiempo real utilizamos un sistema SimpleProbe pa-
ra la monitorizacion. Las sondas SimpleProbe son un tipo especial de sonda de hibrida-
cion que permite detectar las mutaciones y SNPs (polimorfismos de nucleétido Unico).
Este formato solo requiere una sonda de hibridacion, marcada con un solo fluoréforo, para
lograr la especificidad de secuencia. Generalmente, su sonda esta disefiada para hibridar
especificamente con una secuencia diana que contiene el SNP de interés. Una vez que
hibrida con su secuencia diana, la sonda SimpleProbe emite mayor fluorescencia que
cuando no hibrida. Como resultado, los cambios en la fluorescencia son resultado Unica-
mente del estado de hibridacion de la sonda.
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La sonda SimpleProbe esta
constituida por un quencher y un
fluordforo, en este caso fluoresceina.

Cuando se encuentra libre en solu- QE'
cion, la emision de fluorescencia se
encuentra inhibida por un procedi- B
miento especifico mediado por el R

quencher no fluorescente (situacion rimer @ .
A). Cuando la sonda hibrida con su | & — - - 5
diana, la inhibicion se reduce y al ser
excitado por el LED del LightCycler R C
emite fluorescencia verde (situacion 5

B). @\s- g-p

F v

3-p R = Reportar (Fluorescain)
Q = Quenchar

Figura 111.13. Fundamento de la accion de las sondas
SimpleProbe

Mediante la medicion de la fluorescencia, el instrumento detecta el nivel de
hibridacion de la sonda y su diana al aumentar la temperatura, de forma que, cuanto mas
estable es la hibridacion mayor es la temperatura de fusion. Las mutaciones, aunque sean
de un Unico par de bases, debilitan la estabilidad de la union de la sonda SimpleProbe.
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Figura 111.14. Resultados de la PCR a tiempo real.

El gréfico de la izquierda muestra la fluorescencia de la muestra frente a la temperatura (curva melting). En
cada muestra, la fluorescencia de la sefial disminuye claramente a medida que aumenta la temperatura, lo que
refleja la extincidn de la sefial de la sonda SimpleProbe a medida que la sonda se separa de su diana.

El gréfico derecho muestra la primera derivada negativa de la fluorescencia de la muestra frente a la temperatu-
ra, representando la temperatura de fusién de cada muestra como un pico. En este ejemplo, el ensayo puede
diferenciar claramente las muestras de tipo salvaje (los picos mas altos de fusién que reflejan una combinacion
perfecta entre la secuencia diana y la sonda) de las muestras de mutantes (menores picos de fusion que reflejan
los desajustes entre el objetivo y la secuencia de la sonda).
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En nuestro caso utilizamos dos sondas SimpleProbe, una para la deteccién de los
individuos silvestres (con timina en la posicion correspondiente) y otra para aquellos que
presenten la mutacién 1VS1-13 T>G (con guanina en la posicion que deberia ocupar la
timina). El objetivo de experimentar con dos sondas distintas fue conseguir determinar
cuél de ellas nos reportaba mejores resultados a la hora de diferenciar entre individuos
silvestres y mutantes.

Los estudios moleculares se llevaron a cabo en el equipo de PCR a tiempo real
Light Cycler® 480, Roche Applied Science, Indianapolis, USA.

Los primers de partida para la amplificacion fueron:

PRIMERS SECUENCIA 5 — 3°
Forward (gsd_F).
TIBMOL TTCCTGGGGACATTCTAAGCGT

(Ref. 1142688)

Reverse (gsd_a).
TIBMOL GGAGATGACCTGGACAGCTCCTACA

(Ref. 1142670)

Se procedio a la preparacion de la reaccion de PCR del siguiente modo:

COMPONENTE VOLUMEN
Hyb Master 5X 4 uL
H,O destilada 9 uL
gsd F (5 uM) 1ul
gsd R (20 uM) 1ul

Sonda SimpleProbe [T] (0.5 uM)/
/Sonda SimpleProbe [G] (0.5 uM)

ADN 3L

2 UL

Vol. Total 20uL
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El protocolo del proceso de PCR a tiempo real de nuestro estudio, se llevo a cabo
con las siguientes condiciones:

1- Un ciclo de preincubacion: Activacion previa de la Tag-polimerasa (95°C).

2- 45 ciclos de amplificacion para sangre total y 60 ciclos para DBS:
- Desnaturalizacion (95°C) se separan las 2 hebras de ADN.
- Hibridaciéon o annealing (60°C) hibridacion de los primers a su se-
cuencia complementaria.
- Elongacion (72°C) extension de los primers mediante la ADN polime-
rasa utilizando ADN diana como molde.

3- Un ciclo de disociacion con incremento de temperatura de 20°C/segundo cada 20
segundos.

El andlisis de los resultados se realiza mediante examen de las respectivas curvas
de melting, dado que las secuencias silvestre y mutante presentaran diferentes temperatu-
ras de melting, permitiendo diferenciar a los individuos homocigotos silvestres, homoci-
gotos mutantes o heterocigotos.
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V. RESULTADOS

Con el fin de alcanzar los objetivos planteados, y utilizando la poblacion, las
muestras y la metodologia experimental detallada en el capitulo anterior, se realizaron una
serie de experimentos para evaluar la importancia que representa el papel del laboratorio
clinico en el diagnostico de la enfermedad de Pompe cuyos resultados se detallan a conti-
nuacion.

1. Resultados de la revision bibliografica que presenta los principales
puntos de conocimiento sobre el contexto, diagnostico y tratamiento

de la enfermedad de Pompe

El primer objetivo que nos marcamos en el desarrollo de esta Tesis consistia en
contribuir a la actualizacion de informacion sobre la enfermedad de Pompe a través de
una extensa revision bibliografica que presente los principales puntos de conocimiento
sobre el contexto, diagnostico y tratamiento de la enfermedad. Este objetivo responde,
entre otras consideraciones, a los planteamientos expuestos por el Plan Andaluz de Aten-
cién a Personas Afectadas por Enfermedades Raras en el cual se detallan varias acciones
de caracter prioritario para alcanzar los fines propios del Plan, entre las que destaca: Me-
jorar la gestion de conocimientos sobre las enfermedades raras, la formacién de los pro-
fesionales y la investigacion.

Los esfuerzos para alcanzar el objetivo marcado (primer punto de la seccién Il.
OBJETIVOS, citado en el parrafo anterior) en relacion a lo expuesto en el Plan Andaluz
de Atencion a Personas Afectadas por Enfermedades Raras (también expuesto en el
parrafo precedente), quedan reflejados en la amplia introduccion que precede al resto del
trabajo de Tesis que se presenta (seccion I. INTRODUCCION). Por ello creemos que re-
sulta interesante hacer esta consideracion en el primer punto tratado en la seccion de RE-
SULTADOS de la presente Tesis.
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2. Determinacion de actividad a-glucosidasa acida en DBS para el

diagndstico de la enfermedad de Pompe

En el diagndstico bioquimico de la enfermedad de Pompe el primer paso consiste
en la determinacion de la actividad GAA en sangre seca recogida sobre papel (DBS).
Analizaremos en este apartado los resultados obtenidos en nuestro laboratorio para este
tipo de muestras a lo largo del afio 2011, examinando los valores obtenidos en todos los
pacientes estudiados durante este periodo, asi como las conclusiones que podemos extraer
gracias a nuestra participacion en el programa externo de la calidad para este tipo de
muestras dirigido por el CDC de Atlanta y en el que participa nuestro laboratorio.

2.1. Resultados de la actividad GAA en DBS de la poblacion

estudiada.

Desde el 1/1/2011 hasta el 31/12/2011 llegaron a nuestro laboratorio 530 muestras
de DBS de pacientes con sospecha de padecer enfermedad de Pompe, a los que se le reali-
zaron las determinaciones de actividad enzimatica GAA en DBS en sus distintas formas
(AaG - Actividad acida total, NoG - Actividad neutra total, AaGIM - Actividad acida
inhibida o Actividad efectiva) y con sus diferentes cocientes (Cociente NaG/AaGIM y
Porcentaje de inhibicion de AaG).

A raiz del andlisis de éstos resultados, podemos extraer conclusiones interesantes
que arrojen luz sobre la idoneidad de la metodologia empleada en nuestro laboratorio.

La descripcion estadistica de los resultados de individuos sin la patologia (488 pa-
cientes) se muestran en las Tablas 1V.1-1V.5, acompafiadas de los histogramas que de-
muestran, junto con la realizacion del test estadistico de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov, que la coleccion de valores obtenidos sigue en todos ellos una distribucién nor-
mal con la tipica campana de Gauss.
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Histograma Resultados AaG
Actividad AaG

140 ’
(Acida total)
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4,35
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60 2,10
40 8,05
20 1,50
0 ¥ e —_— 19,40
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Tabla IV.1. Descripcion estadistica de los resultados obtenidos para la actividad acida total (AaG) en la
poblacion de muestras DBS que se encontraban en los rangos de normalidad. Las actividades enziméti-
cas estan expresadas en pmol/L/h. El histograma refleja el resultado del test estadistico de normalidad

de Kolmogorov-Smirnov que confirma que los resultados siguen una distribucion normal (p<0,05).

Histograma Resultados NaG

150 Actividad NaG
(Neutra total)

100 I MEDIA 12,79
20 . D.S. 5,54
60 P5 6,35
40 I 095 22,10
20 i MIN 3,40
0 I _ MAX 52,20

1234567 8 9101112131415161718192021

Tabla IV.2. Descripcion estadistica de los resultados obtenidos para la actividad neutra total (NaG) en la
poblacién de muestras DBS que se encontraban en los rangos de normalidad. Las actividades enzimati-
cas estan expresadas en pmol/L/h. El histograma refleja el resultado del test estadistico de normalidad

de Kolmogorov-Smirnov que confirma que los resultados siguen una distribucion normal (p<0,05).

Histograma Resultados AaGIM
200 (Acida inhib. 6
L Acida efectiva)
150 L MEDIA 1,35
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Tabla IV.3. Descripcion estadistica de los resultados obtenidos para la actividad 4cida inhibida (AaGIM) en
la poblacién de muestras DBS que se encontraban en los rangos de normalidad. Las actividades enziméticas
estan expresadas en umol/L/h. El histograma refleja el resultado del test estadistico de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov que confirma que los resultados siguen una distribucién normal (p<0,05).



RESULTADOS

Histograma Resultados NaG/AaGIM :
Cociente

NaG/AaGIM

Tabla 1V.4. Descripcion estadistica de los resultados obtenidos para el cociente de actividades neutra
total e inhibida (NaG/ AaGIM) en la poblacién de muestras DBS que se encontraban en los rangos de
normalidad. El histograma refleja el resultado del test estadistico de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov que confirma que los resultados siguen una distribucién normal (p<0,05).

Histograma Resultados % Inhib AaG
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Tabla IV.5. Descripcién estadistica de los resultados obtenidos para el porcentaje de inhibicion de la
actividad acida total en la poblacion de muestras DBS que se encontraban en los rangos de normalidad.
Los resultados estan expresados en tanto por ciento.

El histograma refleja el resultado del test estadistico de normalidad de Kolmogorov-Smirnov que con-
firma que los resultados siguen una distribucién normal (p<0,05).

En el caso de los valores fuera de los rangos de la normalidad (42 pacientes), mos-
tramos en la Tabla 1.6 la descripcion estadistica, no representando en este caso histo-
grama por no tratarse ésta de una coleccion de valores que siga una distribucion normal.
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MEDIA D.S. PS5 P95 MIN MAX

(Acigg?otal) iz 1,08 131 4,90 0,84 5,90
(Neu?r:(iotal) 12,68 3,80 8,31 0,75 7,40 21,50

(Aci A 2 0,42 0,20 0,17 0,75 0,14 0,87
Cociente NaG/AaGIM 38,59 24,64 15,90 89,51 1510 100,20
% de inhibicién de AaG 85,12 7,38 75,99 94,98 58,20 95,30

Tabla IV.6. Descripcion estadistica de los resultados obtenidos en la poblacién de muestras DBS que
se encontraban fuera de los rangos de normalidad.
Las actividades enzimaticas estan expresadas en umol/L/h
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2.2. Estudio de la veracidad de la determinacion de actividad GAA
en DBS mediante la participacion en programas de evaluacién

externa de la calidad.

El control externo de la calidad abarca diferentes actividades orientadas a la eva-
luacion de la exactitud de los resultados mediante la intervencién de una organizacion
ajena al laboratorio. La forma mas comin de control externo de la calidad son las compa-
raciones entre laboratorios o programas de evaluacién externa de la calidad.

Estos programas son organizados por asociaciones profesionales, organismos ofi-
ciales (como el CDC de Atlanta) o por fabricantes de materiales de control. Aunque exis-
ten diferencias operativas, todos los programas tienen un fundamento similar. Los labora-
torios participantes miden alguna magnitud de un material de control, de valor desconoci-
do, la organizacion del programa recopila los resultados de los laboratorios y realiza un
estudio de los datos que remite luego a cada laboratorio participante, informéandole sobre
el error de su resultado.

En los programas externos se compara el resultado obtenido en el laboratorio con
un valor asignado para estimar el error cometido. El valor asignado es un valor conven-
cionalmente verdadero y puede obtenerse de varias formas, aunque la mas frecuente es
calculando el valor de consenso, que es la media de resultados de todos los laboratorios
participantes que utilizan el mismo método de medida.

En nuestro caso, nuestro laboratorio forma parte de un programa piloto de eva-
luacion externa de la calidad dirigido por el CDC de Atlanta, y mediante la participacion
en él pretendemos verificar la buena praxis respecto a la determinacion de la actividad
GAA para muestras DBS. Realizaremos esta comprobacion mediante la comparacion de
los resultados obtenidos en nuestras determinaciones, partiendo del material aportado por
este programa, y el calculo de los errores que nos permitan estudiar la veracidad de nues-
tros resultados.

Las determinaciones se llevaron a cabo a partir de las muestras aportadas por el
CDC de Atlanta, correspondiendo estas muestras DBS a los niveles bajo, medio y alto de
la actividad enzimatica estudiada. Se realizaron dos envios anuales con sus correspondien-
tes resultados.

Los valores obtenidos por nuestro laboratorio durante su participacion en el pro-
grama del 2011, en comparacién con los resultados aportados por la organizacion respon-
sable del mismo, se expresan en la Tabla IV.7.
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RESULTADOS DE NUESTRO LABORATORIO

MEDIA DE VALORES OBTENIDOS*

Nivel Bajo
SET Nivel Medio
Nivel Alto

Nivel Bajo
Nivel Medio
Nivel Alto

20
SE

Tabla IV.7. Las mediciones de cada set se realizaron por duplicado durante 5 dias consecutivos.
*En la Tabla se muestra la media de los valores obtenidos cada dia.
Los resultados enviados al CDC fueron la Media, Desviacion tipica y Coeficientes de variacion
(CV,-C.V.intraensayo, CV, — C.V. interensayo) calculados a partir de las determinaciones.

La Tabla IV.8. muestra el resultado de la comparacién entre nuestros valores y los
aportados por el programa como verdaderos.

MEDIA DE RESULTADOS .
VALORES CONVENCIONALMENTE Célﬁ%%lﬁ?z gE
OBTENIDOS VERDADEROS

POR NUESTRO Media Intervalo de error Error Error
LABORATORIO asignada permitido cometido permitido
G Nivel Bajo 0.90 - 1.36
SET Nivel Medio 4,83 5.29 3.91 -6.67 -0,08 +1,38
Nivel Alto 7,59 10.23 6.60 — 13.86 -0,26 * 3,63
Nivel Bajo 0,60 0.75 0.47 -1.02 -0,20 + 0,27
Nivel Medio 5,26 5.42 4.22 - 6.62 -0,03 +1,20
Nivel Alto 9,92 10.14 7.39-12.89 -0,02 +2,75
Tabla IV.8. Comparativa entre los valores obtenidos por nuestro laboratorio y los convencional-
mente verdaderos aportados por el CDC para cada uno de los envios. Se muestran también los indi-
ces de error siendo éstos positivos 0 negativos seguin queden por encima o por debajo de la media.

20
SET

En estos programas, la organizacion aporta un resultado Gnico y un intervalo co-
rrespondiente a los valores que se encuentran dentro de los limites del error permitido (el
error permitido en cada caso queda reflejado en la Tabla 1V.8). El valor proporcionado
por cada laboratorio participante debe tener un error inferior al permitido y por tanto en-
contrarse dentro del intervalo de valores acreditado.
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El error relativo de nuestras determinaciones respecto al valor convencionalmente
verdadero aportado por la organizacion se calcula como:

Re sultado —Valor consenso
Valor consenso

Error relativo cometido =

Como hemos indicado, este error relativo no puede superar al error permitido,
condicién que se cumple para nuestros resultados (Tabla 1V.8).

Podemos concluir por tanto, que los resultados obtenidos certifican que cumpli-
mos los criterios de calidad estipulados para esta metodologia, y que dicha calidad se
mantiene a lo largo del afio.
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3. Resultados de actividad a-glucosidasa acida intralinfocitaria para

el diagndstico de la enfermedad de Pompe

El segundo paso, y quizas el méas relevante, en el diagndstico bioquimico de la en-
fermedad de Pompe es la determinacion de la actividad GAA intralinfocitaria. Analizare-
mos en este apartado los resultados obtenidos en nuestro laboratorio para este tipo de
muestras a lo largo del afio 2011, examinando los valores de todos los pacientes estudia-
dos durante este periodo.

Tradicionalmente, la actividad intralinfocitaria ha sido necesaria para la confirma-
cion de la deficiencia enzimatica, ya que en estas células no se expresan actividades en-
ziméticas que realizan la misma reaccion catalitica que la GAA e interfieren en el estu-
dio, como puede ser la maltasa glucoamilasa (MGA) presente en neutréfilos, pero no en
linfocitos.

Ademas, recientemente, la acarbosa se ha incorporado a este tipo de ensayos para
inhibir selectivamente la actividad MGA, de modo que con el uso de linfocitos y este in-
hibidor nos encontramos en disposicion de cuantificar la actividad enzimatica con las
minimas interferencias, de forma que la determinacioén de GAA intralinfocitaria ha pasado
a considerarse por muchos autores como el gold standard para el diagnéstico de la enfer-
medad de Pompe.

A lo largo del afio 2011, a todas las determinaciones que presentaban valores de
actividad GAA en DBS (en cualquiera de sus fracciones) fuera de los rangos de normali-
dad establecidos, se les realizaba a continuacion la determinacion intralinfocitaria para
confirmar que realmente se trataba de un paciente afecto de la enfermedad.

A raiz del analisis de éstos resultados, podemos obtener informacion interesante
que nos permitan extraer conclusiones Utiles.

En total se realizaron 35 determinaciones de actividad intralinfocitaria. Los resul-
tados pueden observarse en la Tabla I1V.9.
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Tabla 1V.9. Resultados de la actividad GAA intralinfocitaria de los pacientes con DBS de valores alte-
rados. Las actividades enzimaticas estan expresadas en nmol/min/mg proteina. Se muestran en rojo los
valores fuera de los limites de la normalidad.
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Los estadisticos descriptivos de los valores que resultaron patoldgicos, y que tie-
nen una significacion diagndstica real, se muestran en la Tabla IV.10.

MEDIA D.S. P5 P95 MIN MAX

Actividad

(€7AVAN 0,033 0,029 0,003 0,082 0,001 0,09
intralinfocitaria

Tabla 1V.10. Descripcidn estadistica de los resultados obtenidos para la actividad GAA intralinfocitaria.
Las actividades enziméticas estan expresadas en nmol/min/mg proteina.

El total de 35 determinaciones no se corresponde exactamente con las 42 muestras
DBS de valores fuera de la normalidad, porque en aquellos individuos que presentaban
una actividad GAA fuera de rango o surgia algun indicio de duda sobre esta determina-
cion enzimatica, se opto por repetir la técnica en DBS con una nueva muestra solicitada al
clinico/paciente correspondiente, en lugar de pasar directamente a la determinacion intra-
linfocitaria, y ahi reside la diferencia numérica.
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4. Determinacion de glucosa tetrasacarido como biomarcador

diagndstico de la enfermedad de Pompe

Ya hemos hablado ampliamente de la importancia de la glucosa tetrasacarido
(Glc4) para el diagndstico y seguimiento de la enfermedad de Pompe. Uno de los objeti-
vos planteados en la tesis consistia en significar de alguna forma la importancia que este
parametro puede representar como biomarcador diagnéstico de la enfermedad.

Llevaremos a cabo este proceso mediante la elaboracion de una curva ROC que
nos permita: evaluar cuantitativamente la exactitud de esta prueba diagnostica mediante el
calculo del &rea bajo la curva ROC y seleccionar los niveles de corte/decision gracias al
estudio de sensibilidad/especificidad implicitos en la construccion de la curva ROC.

4.1. Resultados de la cuantificacion de la glucosa tetrasacarido en

la poblacion estudiada.

Para el correcto estudio de la Glc4 como biomarcador diagnostico de EP partimos
de dos poblaciones de pacientes: un grupo de pacientes diagnosticados de la enfermedad y
un grupo control de individuos sanos.

En las Figuras 1V.1y IV.2 podemos observar ejemplos de los cromatogramas ob-
tenidos, tanto para pacientes enfermos como para controles sanos.

El grupo de enfermos Pompe estuvo formado por 16 pacientes (los 16 pacientes
diagnosticados a lo largo del afio 2011 en los que participd nuestro laboratorio) de edades
comprendidas entre 1 y 56 afios. Y el grupo control constaba del mismo nimero de pa-
cientes (ya gque segun la experiencia recogida en la bibliografia es preferible tener igual
namero de individuos en los subgrupos que van a conformar la curva ROC) con edades
comprendidas entre 7 y 56 afos.

Los resultados obtenidos en la cuantificacion de Glc4 y su descripcion estadistica
quedan reflejados en las Tablas IV.11y IV.12.
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GRUPO CONTROL GRUPO DE PACIENTES
DE PACIENTES SANOS CON ENFERMEDAD DE POMPE
MUESTRA  EDAD Gled | MUESTRA  EDAD Glea
mmol/mol creatinina mmol/mol creatinina
| 7 0,951 1 1 65,63
1 9 1,049 2 2 22,91
11 10 0,942 3 15 12,11
v 12 0,558 4 15 15,21
Vv 13 0,689 5 17 31,79
VI 15 0,911 6 21 5,41
VIl 24 0,307 7 22 46,49
VI 26 0,718 8 24 1,19
IX 30 0,764 9 24 30,59
X 31 0,758 10 35 2,19
Xl 32 1,055 11 45 1,05
Xl 39 0,847 12 48 5,82
Xl 42 0,696 13 48 10,23
XV 50 1,042 14 49 37,14
XV 55 1,007 15 54 1,61
XVI 56 1,084 16 56 7,56

D.S.

GRUPO CONTROL DE

PACIENTES SANOS LG

0,213 0,495 1,062

GRUPO DE PACIENTES
CON ENFERMEDAD DE 9,727 19,443 1,148 52,232 1,05 65,63
POMPE

Una vez descrita la poblacién procedemos a cuantificar la importancia de este
parametro mediante la elaboracion de una curva ROC.
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7 RESULTADOS

un paciente Pompe. Los niveles de Glc4 se encuentran aumentados en el en-

Figuras IV.1y IV.2. Cromatogramas correspondientes a un individuo sano y
fermo (indicados con la flecha roja).
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4.2. Construccion de una curva ROC para evaluar la importancia
de la glucosa tetrasacarido como biomarcador diagnostico de

enfermedad de Pompe

La curva ROC es un grafico en el que se representan todos los pares sensibili-
dad/especificidad resultantes de la variacion continua de los puntos de corte en todo el
rango de resultados observados. En el eje y de coordenadas se sitla la sensibilidad (S) o
fraccion de verdaderos positivos. En el eje x se sitda la fraccion de falsos positivos o 1-
especificidad (1-E).

Cada punto de la curva representa un par S/1-E correspondiente a un nivel de de-
cision determinado. Una prueba con discriminacion perfecta, sin solapamiento de resulta-
dos en las dos poblaciones, tiene una curva ROC que pasa por la esquina superior izquier-
da, donde S y E toman valores maximos (S y E = 1). Una prueba sin discriminacion, con
igual distribucion de resultados en los dos subgrupos, da lugar a una linea diagonal de 45°,
desde la esquina inferior izquierda hasta la superior derecha. La mayoria de las curvas
ROC caen entre estos dos extremos. Cualitativamente, cuanto mas proxima es una curva
ROC a la esquina superior izquierda, mas alta es la exactitud global de la prueba.

Las curvas ROC son indices de la exactitud diagnostica y proporcionan un criterio
unificador en el proceso de evaluacion de una prueba®* **, debido a sus diversas aplica-
ciones.

Nosotros hemos construido una curva ROC a partir de los resultados de Glc4 ob-
tenidos en los dos grupos de pacientes utilizando el software estadistico IBM SPSS Statis-
tics 17.0. La curva se representa en la Figura 1V.3 y las coordenadas de cada uno de los
puntos acompariadas de sus respectivos valores de Sensibilidad/1-Especificidad se repre-
sentan en la Tabla 1V.13.
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COORDENADAS DE LA CURVA
b Positivo si
mayor o 1-E
06 igual que®
-,4420 1,000 1,000
§ . 0,6235 1,000 0,938
T 0,6925 1,000 0,875
§- 0,7300 1,000 0,813
B 047 07755 1,000 0,750
* 0,8170 1,000 0,688
0.1 0,8790 1,000 0,625
0,9265 1,000 0,563
0,9465 1,000 0,500
0'00,0 02 04 06 08 1,0 0,9575 1,000 0,438
1 - Especificidad 0,9855 1,000 0,375
1,0245 1,000 0,313
1,0455 1,000 0,250
1,0495 1,000 0,188
1,0525 0,938 0,188
1,0630 0,938 0,125
1,0775 0,938 0,063
1,1370 0,938 0,000
1,4000 0,875 0,000
1,9000 0,813 0,000
3,8000 0,750 0,000
5,6150 0,688 0,000
6,6900 0,625 0,000
8,8950 0,563 0,000
11,1700 0,500 0,000
13,6600 0,438 0,000
19,0600 0,375 0,000
26,7500 0,313 0,000
a. El menor valor de corte es el minimo 31,1900 0,250 0,000
valor de contraste observado menos 1,
mientras que el mayor valor de corte es el 34,4650 0,188 0,000
maximo valor de pontraste observado mas 41,8150 0,125 0,000
1. Todos los demas valores de corte son la
media de dos valores de contraste 56,0600 0,063 0,000

observados ordenados y consecutivos. 66,6300 0,000 0,000
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La evaluacion cuantitativa de la exactitud se obtiene especificamente mediante el
calculo del area bajo la curva ROC (Tabla IV.14).

Intervalo de confianza al 95%
'Limite inferior Limite superior

I AREA BAJO LA CURVA

Area — Errortipico — Significacion®

0.988 0.014 0,000 0,000 1,000

Tabla IV.14. a. Hipotesis nula: area verdadera=0,5

El &rea bajo la curva nos permite cuantificar cuan buena es la capacidad de dis-
criminacion de un biomarcador entre individuos sanos/enfermos. Nuestro valor, superior a
0,9 indica que la Glc4 es un biomarcador muy apto para clasificar a un individuo como
sano/enfermo segun sus niveles.

Las coordenadas de cada uno de los puntos que componen la curva y sus corres-
pondientes valores de Sensibilidad/1-Especificidad, nos permiten establecer el nivel de
decisién o punto de corte mas apropiado para la clasificacion de los enfermos.

En nuestro caso, el valor de Glc4 de 1,0495 mmol/mol creatinina con una Sensibi-
lidad del 100% y una Especificidad del 81,2% nos parece el mas apropiado como punto
de corte para discriminar entre individuos; considerdndose sanos aquellos con niveles de
Glc4 inferiores a este valor y enfermos a aquellos con niveles superiores.
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5. Contribucién del estudio molecular al diagndstico definitivo de

la enfermedad de Pompe

El empleo de técnicas de biologia molecular para el estudio de mutaciones puntua-
les permite realizar una deteccion precoz, segura y rapida de estas alteraciones. Para poder
evaluar de forma ideal la efectividad de nuestra técnica de deteccion por PCR a tiempo
real, debemos tener en cuenta tres grupos de pacientes: controles sanos, pacientes hetero-
cigotos para IVS1-13T>G y pacientes homocigotos para la mutacion. Sin embargo, es
necesario tener en cuenta que esta es una enfermedad poco frecuente y, dentro del grupo
de pacientes, la homocigosis de la mutacion IVS1-13T>G es extremadamente rara.

Para el desarrollo de ésta técnica, la poblacion de partida consistié en los pacientes
estudiados por nuestro laboratorio de los que recibimos posterior confirmacion diagnosti-
ca a través de los clinicos que siguen a dichos pacientes. El diagndstico molecular que
describe las mutaciones que padecen, se realizd por secuenciacion en distintos centros de
referencia y dicha informacién nos fue remitida por los clinicos correspondientes.

Asi, contamos para nuestro estudio con 3 pacientes heterocigotos para la mutacion
IVS1-13T>G (posteriormente recibimos nuevos pacientes en los que se identifico ésta
mutacién por nuestro propio método, apartado 7. Poblacion de pacientes diagnosticados
de enfermedad de Pompe segun nuestro protocolo diagnostico) y 3 controles sanos, no
teniendo a nuestra disposicidn ningin paciente con la mutacion IVS1-13T>G en homoci-
gosis. De forma que, para nuestro estudio, Gnicamente contaremos con un grupo control y
otro de pacientes heterocigotos. Esta deficiencia no es sustancial, pues la técnica de PCR a
tiempo real mantiene la capacidad de deteccion de la mutacion presente de forma inheren-
te en los individuos heterocigotos.

Por otra parte, realizamos una comparacion de los resultados obtenidos con dos
sondas SimpleProbe correspondientes a las formas silvestre y mutante del gen (T y G res-
pectivamente). Tras las experiencias realizadas, se concluyd que la sonda silvestre-T no
era informativa mientras que la sonda mutante-G tipifica correctamente a los genotipos
tanto silvestre como mutante y, en consecuencia, la sonda SimpleProbe-G fue la elegida
para formar parte de la técnica definitiva.

El resultado final de las PCR’s a tiempo real, fueron dos curvas de melting dife-
rentes para los dos tipos de pacientes: sanos (WT) y heterocigotos para 1VS1-13T>G
(Mut). El analisis de las curvas revel6 una temperatura de melting media de 59,2°C para
los controles sanos, mientras que los controles heterocigotos mostraron ademéas una se-
gunda curva de melting a una temperatura de 66,4°C (Figura 1V.4).
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Estos resultados concuerdan con las bases genéticas, ya que los controles sanos
presentan en la posicion -13 del intron 1 un par de nucleétidos T=A y su temperatura de
melting es inferior a la de los pacientes heterocigotos que presentan en la misma posicién
un par G=C.

Por lo tanto las dos poblaciones pueden quedar bien definidas por este método, de
forma que mediante esta técnica queda perfectamente identificada la mutacion IVS1-13T>G.

Melting Curves
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Figura I1V.4. Curvas y picos de melting resultado de la PCR a tiempo real de un indivi-
duo sano (WT) y otro heterocigoto para la mutacion 1VVS1-13 T>G. Como puede obser-
varse, ésta técnica permite una diferenciacion perfecta entre los dos tipos de pacientes.

Estos resultados favorables son aplicables tanto para sangre total como para las
muestras DBS, requiriendo éstas Ultimas un proceso de elucion previo y un mayor nimero
de ciclos de amplificacion, pero aportando un alto valor clinico al ser muestras mucho
mas comodas de manejar tanto para los pacientes como para el laboratorio.
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6. Estudio coste/efectividad

El Gltimo objetivo que planteado en esta Tesis consistia en: Proposicion de un al-
goritmo diagnostico de la enfermedad de Pompe para el Laboratorio Clinico. Para poder
alcanzarlo nos parece imprescindible, ademéas de establecer un organigrama de pruebas
que responda a un plan de actuacion logico para el laboratorio, realizar un pequefio estu-
dio coste/efectividad que nos permita construir dicho algoritmo diagnostico con bases mas
solidas y completas.

En funcidn de lo dicho, procederemos a indicar el calculo del coste que suponen
cada una de las determinaciones que componen la bateria de pruebas disponibles por
nuestro laboratorio y que participan, con la informacidén que aportan, en la consecucion
del diagnostico de la enfermedad.

Teniendo en cuenta que para los Laboratorios Clinicos la Unidad Relativa de Va-
lor (URV) se define en funcién de la Determinacion de Glucosa en Suero/Plasma (De-
terminacion de Glucosa = 1 URV), se expresan en las Tablas IV.15 los costes de todas las
técnicas realizadas durante el desarrollo de ésta Tesis para llegar al diagndstico de la en-
fermedad de Pompe.

Teniendo en cuenta que la URV hace referencia, no solo al coste econdmico de
una determinacion bioquimica, sino también a la complejidad que comporta dicho anéli-
sis, se ha optado por expresar en la Tabla VI.15 las URV’s de cada técnica, comparativa-
mente, con los valores de URV’s que suponen técnicas equivalentes en metodologia y
complejidad, de forma que pueda evaluarse de forma mas comoda y objetiva el verdadero
valor que estas unidades de costo expresan para cada determinacion.

Podria resultar revelador un estudio comparativo, mas o menos detallado, entre el
coste que supone el desarrollo de éstas técnicas por nuestro laboratorio en contraposicion
a lo requerido por otros centros de referencia.

Sin embargo, preferimos simplemente mostrar que el diagndstico de esta enferme-
dad por el Laboratorio Clinico no tiene por qué suponer un alto gasto econémico, y que, la
eleccién de la metodologia empleada a lo largo de este estudio, también presenta la venta-
ja de resultar asequible.
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VALOR RELATIVO DE LAS DETERMINACIONES PARA EL DIAGNOSTICO DE LA
ENFERMEDAD DE POMPE

URV de
Técnica analitica URV técnica
equivalente*

Determinacion de a-glucosidasa acida

|
en sangre seca recogida sobre papel (DBS) 920URV & 10,30 URV

Determinacion de a-glucosidasa acida

. on ae 4-3 180,75 URV < 277,80 URV"
intralinfocitaria

Cuantificacion de los niveles de glucosa

m
tetrasacarido en orina de 24 horas 2480 URV & 21,17

Identificacion molecular de la mutacién
1VVS1-13T>G

69,45 URV <& 277,77 URV "™

Tabla VI1.15. El resultado en URV es una estimacion aproximada. Estas pruebas no se encuentran
en cartera de servicios y por tanto no poseen URV’s asignadas de forma oficial.

* Se han establecido equivalencias entre las URV’s de las técnicas estudiadas y otras técnicas de las
mismas caracteristicas para poder disponer de una valoracion relativa que permita evaluar de forma
mas objetiva la diferencia econdmica existente:

' Screening de Tirotropina en DBS

"' Estudio de la funcién linfocitaria in vitro

" Cuantificacién de catecolaminas en orina de 24 hrs

"Y' |dentificacion genética de una mutacion conocida
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7. Poblacién de pacientes diagnosticados de enfermedad de Pompe
segun nuestro protocolo diagnostico

Gracias a los experimentos realizados durante el desarrollo de esta Tesis, pudimos
diagnosticar a un total de 16 pacientes con enfermedad de Pompe de los 505 individuos
recibidos por nuestro laboratorio para estudio de esta patologia.

RESULTADOS DEL PROCESO Estos 505 pacientes aporta-
DIAGNOSTICO A LO LARGO DEL ron un total de 530 muestras de
ANO 2011 (1) DBS, entre las cuales 42 mostraron

oy . valores de actividad GAA alterados

Total de muestras DB .

92%

recibidas: 530 (,en alguna de sus formas. A partir de
éstos resultados, se realizaron 35

Actividad GAA en DBS
Normal determinaciones de actividad GAA
M Actividad GAA en DBS . A . .
Patolégica intralinfocitaria, de las cuales 16
mostraron resultados de actividad

enzimatica reducida, correspondien-
_ Total de actividad GAA tes a los 16 pacientes posteriormen-
intralinfocitaria realizadas: 35 i .
N te diagnosticados de enfermedad de
Actividad GAA A
Intralinfocitaria Normal Pompe (Figura IV.5).

54%
B Actividad GAA
Intralinfocitaria
Patologica

Figura 1V.5. Resultados las muestras analizadas por
nuestro laboratorio a lo largo del afio 2011.

RESULTADOS DEL PROCESO DIAGNOSTICO A LO LARGO DEL ANO 2011 (2)

INCIDENCIA EN LA POBLACION COMPLETA DE Enfermos diagnosticados de
PACIENTES ANALIZADOS (505) enfermedad de Pompe (16)

M Pacientes Analizados Sin -
Patologia -7
3%
Pacientes Diagnosticados T~e R
de Enfermedad de T~
Pompe

B Forma del adulto
tipica

B Forma del infanto-
juvenil

M Formainfantil

Figura IV.6. Resultados del diagnoéstico de enfermedad de Pompe por nuestro laboratorio a lo largo del
afo 2011.
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Asi, la incidencia de la enfermedad en la poblacion de pacientes con clinica com-
patible, remitidos a nuestro laboratorio, es aproximadamente del 3% (Figura IV.6). Y en
lo referente a las formas de la enfermedad, de estos 16 pacientes, 2 presentaban la forma
infantil y 14 la forma del adulto, encontrandose entre éstos 2 pacientes con la variante
infanto-juvenil.

Ademés, se ha realizado una recopilacion de los principales signos y sintomas
clinicos que presentaban estos 16 pacientes a través de una encuesta enviada a los clinicos
responsables del diagndstico/seguimiento/tratamiento de cada uno de ellos (encuesta en
ANEXO III).

Los resultados obtenidos de esta recopilacion de datos se muestran en las Figuras
IV.7-11.

SIGNOS/SINTOMAS DE LOS PACIENTES DIAGNOSTICADOS

100 93,75%
90
WSIGNOS/SINTOMAS
80 MUSCULARES
g -
70 68,75% BSIGNOS/SINTOMAS
ESQUELETICOS
60 ESIGNOS/SINTOMAS
<0 CARDIACOS
B SIGNOS/SINTOMAS
37,5%
40 o7 RESPIRATORIOS
31,25% ]
30 259 259, B SIGNOS/SINTOMAS
NEUROLOGICOS
20 EOTROS SIGNOS/SINTOMAS
10
0
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100
90
80
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10

SIGNOS/SINTOMAS MUSCULARES

m Debilidad muscular

62,5% mHipotonia

M Problemas para caminar o

43,75% subir escaleras

Uso de silla de ruedas

25%
Otros signos/sintomas

18,75%
musculares

6,25%

SIGNOS/SINTOMAS ESQUELETICOS

M Lordosis

W Cifosis

M Escoliosis

M Escapula alata
18,75%
12,5%
Otros signos/sintomas

6,25% e
esqueléticos

6,25%

6,25%

SIGNOS/SINTOMAS CARDIACOS

M Cardiopatia hipertréfica
M Insuficiencia cardiaca

Otros signos/sintomas
cardiacos

18,75%
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SIGNOS/SINTOMAS RESPIRATORIOS

100
90
80 M Alteraciones
70 respiratorias del sueiio
60 M Insuficiencia respiratoria
50
40 Necesidad de ventilacion
artificial
30 25%
20 12,5% 12,5% Otrcp_s.sign.os/sintomas
0 6,25% respiratorios
0]
SINTOMAS/SIGNOS NEUROLOGICOS
100
90
80
W Afectacion de los reflejos
70
60 W Dolor
50
M Epilepsia
40
31,25%
30 Otros signos/sintomas
neuroldgicos
20 12,5%
10 6,25%
0%
0]
OTROS SIGNOS/SINTOMAS
100
90 M Fatiga
80 75%
M HiperCKemia
70
60 W Hiperglosia
50
Problemasde
40 alimentacion
30 Hepato/Esplenomegalia
20 12,5% 12,5% Otros signos/sintomas
10 6,25% 6,25% destacables
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Puede resultar de interés para posteriores trabajos y para futuras recopilaciones de
datos, informar de la edad al diagndstico de todos estos pacientes, datos que quedan refle-
jados en la Tabla IV.16.

DIAGNOSTICO DE LOS PACIENTES
CON ENFERMEDAD DE POMPE

FORMA DE
PACIENTE PRESENTACION DE
LA ENFERMEDAD

EDAD AL
DIAGNOSTICO

Infantil 2 meses

Infantil 3 meses
Variedad infanto-juvenil 8 meses
Variedad infanto-juvenil 1,5 afios

Adulto 21 afios

Adulto 24 afios

Adulto 25 afios

Adulto 33 afios

Adulto 35 afios

Adulto 40 afios

Adulto 44 afios

Adulto 44 afios

Adulto 46 afios

Adulto 49 afios

Adulto 54 afios

Adulto 56 afios
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Asimismo, es importante hacer hincapié en los hallazgos genéticos obtenidos,
quedando estos datos expuestos en la Tabla I1VV.17 y la Figura 1V.12.

ESTUDIO MOLECULAR
DE LOS PACIENTES CON
ENFERMEDAD DE POMPE

PACIENTE MUTACION PRESENTE
-32-13T>G Genética de nuestra
[IVS 1-13] /i 1755-1G>A poblacién de pacientes

(error splicing) (stop)

? 1 ?

1204T7>C
I (Trp402Ar
9)

1655T>C
(Leu552Pro)

923A>T 2014C>T m Mutacion IVS1-13T>G
(His308Leu) (Arg672Trp)

-32-13T>G

[IVS 1-13] 1 ?
(error splicing)

-32-13T>G

1432G>A
(VS 1-13]  /f
(error splicing) (Gly478Arg)

o
[0
KN
- -32-13T>G
11 (VS 1-13) /I 2

m Otras Mutaciones

(error splicing)

1645G>C I 692+1G>C Solo se expresan las mutaciones de

(Gly549Arg)
-32-13T>G
[IVS 1-13]

(stop) la forma del adulto, para las que
esta disponible la identificacion de
Jl 2639C>A IVS1-13T>G.

(error splicing) (AlaBBOASp) .
El estudio molecular referente a
2 /I 2 aquellos pacientes descritos sin
IVS1-13T>G ha sido realizada por
-32-13T>G otros laboratorios.
(VS 1-13]  /f (éf'j;g;:)
(error splicing) y 9
-32-13T>G (?) No todas las mutaciones han podido
[IVS 1-13] y  2838A>G  (escribirse aun. Algunas continan a la
(error splicing) (le780Val)  espera de ser identificadas.

Quedan asi completamente diagnosticados y descritos todos los pacientes que pa-
decian la enfermedad de Pompe, partiendo de la poblacion de individuos con distintos
signos compatibles con la afeccion, que fueron sometidos a nuestro estudio.
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V. DISCUSION

La enfermedad de Pompe es una enfermedad autosémica recesiva del metabolis-
mo del glucoégeno causada por una deficiencia de la enzima lisosomal a-glucosidasa aci-
da. Existen distintas formas de la enfermedad con tasas variables de evolucion que van
desde un curso rapidamente progresivo, a menudo mortal durante el primer afio de vida
(forma infantil), a una mas lenta, pero inexorablemente progresiva, causante de una im-
portante morbi-mortalidad mas o menos prematura (forma del adulto). En todos los casos,
el inicio temprano de la terapia de sustitucion enzimatica (TES) es necesaria para obtener
el maximo beneficio terapéutico, lo que subraya la necesidad de un diagnostico precoz.

Antes del afio 2006, el tratamiento de los pacientes con enfermedad de Pompe se
basaba principalmente en una terapia paliativa. El desarrollo de la TES, representa el pri-
mer tratamiento especifico y efectivo para los pacientes con esta patologia.

En los lactantes, resulta imprescindible comenzar la terapia de reemplazo enzima-
tico lo antes posible para obtener el maximo beneficio terapéutico, lo que denota, una vez
mas, la necesidad ineludible de un diagnostico temprano. Para los adultos, al ser una en-
fermedad de acumulo, y por lo tanto en la que el dafio fisiopatologico es progresivo, un
retraso en el diagndstico supone un aumento del deterioro organico que puede llegar a ser
importante e incluso irreversible. Por ello, también para esta forma de la enfermedad es de
vital trascendencia establecer un diagnostico correcto en el menor tiempo posible e iniciar
el tratamiento inmediatamente. Desgraciadamente la realidad es muy distinta, ya que se ha
demostrado que, para la forma infantil, la edad promedio al momento del diagndstico ron-
da los 4,5-5,3 meses, mientras que los sintomas aparecen por primera vez a la edad de 2
meses ; y los adultos por su parte, hasta el 20% de ellos sufren un retraso diagndstico de
entre 1y 5 afios

El diagnostico precoz requiere, por tanto, de una mayor concienciacion entre los
médicos respecto a las caracteristicas clinicas de la enfermedad y de técnicas diagnosticas
rapidas y fiables que confirmen la deficiencia de GAA. Se han propuesto varios algorit-
mos clinicos para diagnosticar la enfermedad de Pompe (Figuras 1.19 y 1.20), pero no
existe un protocolo estandarizado por parte del Laboratorio Clinico.

En los Gltimos tiempos, se ha desarrollado una bateria de nuevos métodos para
medir la actividad GAA y otros pardmetros que ponen en evidencia la existencia de esta
patologia. En el desarrollo de esta Tesis hemos tratado de revisar los datos generados por
éstas técnicas Yy establecer un consenso sobre la aplicacién de dichos métodos para el
diagnostico de la enfermedad de Pompe por el laboratorio.
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Entre los diversos tipos de muestras utilizadas de forma clasica para el diagnéstico
de la enfermedad destacan la biopsia muscular y el cultivo de fibroblastos obtenidos me-
diante biopsia de piel. En las biopsias musculares se puede medir la actividad GAA, pero
se prefiere usar este tejido para buscar las vacuolas de acimulo que ponen de manifiesto
la patologia. Por otro lado, la actividad GAA en fibroblastos si se utiliza a menudo para
confirmar la deficiencia enzimética y llegar al diagndstico de pacientes que presentan
sintomas compatibles. La medicion de la actividad enzimatica en leucocitos y/o sangre
total también se elige en ocasiones.

Sin embargo, estos tejidos estan dejando de ser muestras de eleccion para los en-
sayos de laboratorio. La biopsia muscular supone un riesgo importante para el paciente,
sobre todo por la necesidad de anestesia, ya que a menudo éstos presentan de base una
depresion del sistema respiratorio. Ademas, pueden existir irregularidades en la distribu-
cion histopatoldgica de la acumulacion de glucdgeno y no observarse los acimulos tipicos
en pacientes que verdaderamente presentan la enfermedad. Asimismo, el cultivo de fibro-
blastos tarda varias semanas, originando un retraso en el diagndéstico y el inicio del trata-
miento. Por su parte, la determinacion de la actividad GAA en leucocitos y/o sangre pe-
riférica se ve afectada por la presencia de maltasa glucoamilasa (MGA), otra a-
glucosidasa activa a pH &cido que enmascara la auténtica deficiencia de GAA.

Teniendo en cuenta todas estas deficiencias, el conjunto de técnicas analiticas,
orientadas a alcanzar el diagndstico de la EP, desarrolladas a lo largo de esta tesis, esta
compuesto por:

» Determinacion de actividad a-glucosidasa acida en sangre seca recogida
sobre papel.

» Determinacion de actividad a-glucosidasa acida intralinfocitaria.

« Determinacion de niveles de glucosa tetrasacarido.

«  Deteccion molecular de la mutacion IVS1-13T>G.

La determinacion de GAA en DBS puede suponer una valiosa herramienta para
facilitar el analisis y evitar el retraso diagndstico. Esta técnica representa una opcion muy
satisfactoria ya que, entre otras ventajas, permite trabajar con menores volimenes de
muestra, supone un modo de trabajo de facil manejo, de envio sencillo y de menor riesgo
de infeccidn, asi como aporta una mayor estabilidad de la enzima. Estas ventajas repercu-
ten en beneficio de los pacientes: para los nifios cuyo volumen de sangre que puede extra-
erse es limitado y, tanto para adultos como para nifios, el punto de extraccion no tiene por
qué encontrarse proximo al laboratorio donde finalmente se realizard la determinacion,
evitando desplazamientos al paciente, pues la muestra puede enviarse por correo sin pro-
blemas.
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La utilizacion de muestras DBS para determinacion de actividades enzimaticas se
ha convertido en una técnica comudn para el diagnostico de multiples enfermedades. Sin
embargo, en el caso de la enfermedad de Pompe es necesario tener en cuenta alguna pecu-
liaridad.

Una de las principales dificultades a las que nos enfrentamos a la hora de cuantifi-
car la actividad GAA en DBS es la existencia de otras actividades a-glucosidasas en la
muestra, al fin y al cabo se trata realmente de sangre total y, como indicamos anterior-
mente, la presencia de MGA puede enmascarar los resultados obtenidos. De este modo,
una aportacion importante ha sido la incorporacion de la acarbosa al ensayo para saldar
esta complicacion. La acarbosa es un potente inhibidor de la actividad a-glucosidasa, que
induce la acumulacién de glucégeno lisosomal en los animales cuando se administran a
dosis altas. Recientemente se ha descubierto que la acarbosa en concentraciones mas bajas
es muy selectiva para la MGA sin serlo contra la GAA; de forma que en nuestro trabajo
hemos aprovechado esta innovacién, incorporando este inhibidor a nuestra técnica, li-
brando a la determinacion en DBS de su principal contratiempo.

Otra dificultad consiste en la existencia de otras isoenzimas, a-glucosidasas neu-
tras, con un pH optimo de accion de 7,5 (diferentes a GAA 'y MGA, ambas con pH 6ptimo
de 5,0-5,5). Por ello, para que la determinacion de actividad GAA sea eficiente y muestre
resultados inequivocos, es preciso cuantificar las diferentes fracciones de actividad a-
glucosidasa presentes en la muestra de DBS:

- Actividad o-glucosidasa &cida total (AaG), correspondiente a la actividad o-
glucosidasa cuantificada a pH acido.

- Actividad a-glucosidasa neutra total (NaG), correspondiente a la actividad a-
glucosidasa cuantificada a pH neutro.

- Actividad a-glucosidasa acida inhibida (AaGIM) 6 actividad acida efectiva,
correspondiente a la actividad a-glucosidasa cuantificada a pH éacido y con
acarbosa como inhibidor de la MGA.

- Cocientes NoG/AaG y (AaG - AaGIM)/AaG que completan el estudio.

En individuos sanos, AaG es el componente principal de la AaGIM, de forma que
en pacientes con EP, AaGIM se reduce significativamente debido a la importante reduc-
cion de los niveles de AaG. El indice de actividad NaG/AaGIM se puede utilizar para
detectar diferencias en la AaG con mayor sensibilidad, debido al hecho de que las activi-
dades NaG son similares entre individuos sanos y pacientes enfermos. Se consigue pues
una distincion mas clara entre los pacientes con EP y los controles sanos gracias a la rela-
cion NaG/AaGIM. Si ademas realizamos el cociente (AaG-AaGIM)/AaGIM, la diferen-
ciacion entre controles sanos y enfermos mejora aun mas.
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La identificacion de las diferentes fracciones de actividad enzimatica no sélo es
necesaria, sino que ademas aporta un importante valor afiadido al proceso permitiendo
que el estudio quede totalmente completo.

El trabajo realizado en este estudio, con respecto a las muestras en DBS, cuenta
con un nimero de resultados y una experiencia tales, como para considerar que las con-
clusiones que pueden extraerse de él disponen de evidencia suficiente. Estas conclusiones,
en concordancia con publicaciones anteriores, orientan hacia la utilizacion de las muestras
DBS como determinacion de partida para el diagnostico de la enfermedad de Pompe; de
forma que constituye un sistema de cribado eficiente para identificar, de entre la pobla-
cién completa de pacientes estudiados, aquellos que realmente presentan posibilidad de
padecer la enfermedad, descartando a todos los individuos no afectos. Asi, con los resul-
tados de actividad GAA en DBS “definitivos”, puede darse por finalizado el analisis para
los individuos que presenten valores normales y continuar estudiando a aquellos que
muestren resultados alterados.

Es importante considerar que las pruebas positivas obtenidas por esta técnica no
deben interpretarse, en general, como diagndsticas, sino que se requieren otros procedi-
mientos analiticos posteriores. Sin embargo, estos resultados ya constituyen una orienta-
cion de importante relevancia hacia el diagndstico de la enfermedad de Pompe.

Una segunda parte que consideramos necesaria para apoyar el diagnéstico de la
EP utilizando las muestras DBS, consistia en la evaluacion de nuestra participacion en un
programa de garantia externa de calidad (Programa piloto de evaluacién externa de la
calidad para enfermedades lisosomales del CDC de Atlanta). Los resultados de los estu-
dios de veracidad obtenidos de este modo nos permiten validar la exactitud de los proce-
dimientos de medida empleados y nos aseguran la ausencia de errores relevantes.

Los resultados obtenidos de esta evaluacion fueron realmente satisfactorios y co-
rroboran la buena praxis en la metodologia seguida.

Por una parte, siendo la Desviacion estandar y el Coeficiente de variacion indica-
dores de la representatividad de la media y de la dispersion de los datos (Si D.S.< 1y
CV<0,25 - media muy representativa y poca dispersion), nuestra Desviacion estandar
(D.S.< 1, Tabla IV.7) y nuestros Coeficientes de variacion (intra e interensayos - CV; y
CV, ambos < 0,25, Tabla IV.7), demuestran que la media es muy representativa, que exis-
te muy poca dispersion y que la técnica presenta una muy buena repetitividad de resulta-
dos.

Por otro lado, el calculo de los errores, es quien realmente evalta la veracidad de
nuestros resultados. Todos nuestros valores presentan un error relativo, respecto del valor
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convencionalmente verdadero aportado por el programa de calidad, inferior al error
maximo permitido por dicho programa.

Asi, tanto el calculo de los errores como la Desviacion estandar y Coeficientes de
variacion de nuestra técnica, ponen de manifiesto que nuestros resultados presentan una
veracidad objetivamente demostrada.

Queda asi demostrado, no sélo que la determinacion de actividad GAA en DBS es
un método util para el diagndstico de la enfermedad de Pompe, sino también que los re-
sultados aportados por nuestra metodologia son veraces, que los valores obtenidos por
nuestra técnica son plenamente fiables y que esta calidad en las determinaciones se man-
tiene a lo largo del afio pues todos los envios realizados reportan resultados favorables.

Por su parte, la determinacion de actividad intralinfocitaria supone siempre la
confirmacidén ante unos valores DBS patoldgicos, certificando el diagnéstico de enferme-
dad de Pompe.

Los leucocitos totales se utilizan ampliamente para el diagnéstico de numerosas
enfermedades lisosomales debido a que la sangre es facil de obtener y el método de ais-
lamiento es rapido y técnicamente poco exigente. Sin embargo, una vez mas, la EP pre-
senta particularidades puesto que se corre el riesgo de proporcionar resultados falsamente
negativos debido a la presencia de la ya mencionada MGA, presente en los neutréfilos.
Por ello, los linfocitos, que no expresan MGA, suponen la mejor eleccion para el dia-
gndstico de EP ya que permiten la determinacion de la actividad GAA sin interferencias.

Los principales inconvenientes de la determinacion intralinfocitaria son que se re-
quiere una mayor cantidad de sangre (5-8 ml) y que el envio de las muestras no es tan
sencillo como en el caso de muestras DBS, siendo necesario, o el envio urgente de la san-
gre total en las condiciones adecuadas, o bien que el paciente se desplace hasta el centro
donde tendra lugar el aislamiento de linfocitos y realizar alli la extraccion.

En nuestro estudio Unicamente recurrimos a la determinacion intralinfocitaria
cuando los resultados de la actividad enzimatica en DBS resultaron patoldgicos en alguna
de sus fracciones; entonces se solicitaba una segunda muestra, ésta de sangre total. Al
recibirla, se impregnaba una nueva muestra de DBS y se confirmaban los valores altera-
dos detectados con anterioridad; y si éstos resultados se repetian se procedia a la determi-
nacion de actividad GAA en linfocitos.

La experiencia previa en el uso de este tipo de muestra, refiere que la presencia de
pequefias cantidades de otras células blancas puede falsear los resultados. En nuestra
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técnica, a pesar de aislar correctamente los linfocitos, continuamos usando acarbosa para
asegurarnos la ausencia de interferencias en los ensayos.

También en este sentido, la bibliografia recomienda realizar las pruebas de la acti-
vidad GAA a diferentes pH’s (4cido y neutro), ya que de esta forma se pueden diferenciar
las dos fracciones principales de actividad enzimatica diferenciando las muestras conta-
minadas de los verdaderos negativos. EI montaje de la técnica sigue el mismo proceso que
el usado para DBS (Figuras I11.3 y 111.7 son similares). Sin embargo, para la actividad
intralinfocitaria Unicamente informamos la actividad a-glucosidasa acida total, pues apor-
ta suficiente evidencia diagnostica para considerar que el paciente padece la enfermedad,
y el resto de fracciones de actividad intralinfocitaria, aunque son igualmente determina-
das, resultan de uso exclusivo por el laboratorio para confirmar que la técnica ha transcu-
rrido con normalidad y las muestras eran de buena calidad.

La determinacion de actividad GAA también podria realizarse en biopsia muscular
y/o cultivo de fibroblastos; de hecho, la técnica de cuantificacion de actividad enzimatica
seria equivalente a la llevada a cabo para DBS vy linfocitos, y muchos laboratorios ain la
realizan frecuentemente. Sin embargo, la tendencia actual, reportada por los grupos de
expertos de esta enfermedad, recomiendan ir abandonando esta metodologia en favor de
las técnicas en papel y linfocitos.

Ya hemos hablado anteriormente y de forma extensa, de los inconvenientes que
presentan estas muestras de partida, pues el problema reside principalmente en la obten-
cion de las mismas: requieren experiencia para su obtencion, son pruebas invasivas, preci-
san anestesia, su transporte es dificultoso y caro... Ademas, las técnicas de conservacion
del tejido muscular y cultivo de fibroblastos son mas complejas y requieren un mayor
tiempo a la hora de emitir resultados, que en el caso de usar linfocitos.

Todas estas razones, convierten la determinacién de actividad GAA intralinfocita-
ria en la técnica de eleccion por nuestro laboratorio, estando avalada por los resultados
obtenidos y la experiencia acumulada.

En el desarrollo de esta Tesis hemos querido también valorar la importancia de la
Glc4 como biomarcador diagnostico de enfermedad de Pompe.

Los cromatogramas, resultado de la técnica, muestran un recorrido en el que no
existen sefiales interferentes respecto al tiempo de retencidn de la Glc4, ni en controles
sanos ni en los pacientes con patologia (Figuras V.1 y IV.2), de forma que el método
diferencia especificamente este oligosacarido del resto, identificandolo y cuantificandolo
correctamente.
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Mas concretamente, la estimacion de ésta importancia ha quedado demostrada
mediante la construccion de una curva ROC.

Para poder juzgar la calidad de una prueba utilizada para el diagnostico de una en-
fermedad es fundamental evaluar su capacidad para distinguir entre estados alternativos
de salud/enfermedad. El clinico solicita una prueba para decidir, junto con otros datos
disponibles, si el paciente tiene 0 no una condicion clinica. Por lo tanto, para que una
prueba se incluya en la practica médica rutinaria es necesario que sea capaz de reducir la
incertidumbre asociada con una determinada situacion clinica. La principal cualidad clini-
ca de una prueba diagndstica es su exactitud, definida como la capacidad para clasificar de
manera correcta a los individuos en subgrupos clinicamente relevantes. En su forma mas
simple es la capacidad para distinguir entre dos estados de salud: “sano y enfermo”.

Siempre que una cuestion clinica y el resultado de la prueba diagnostica encami-
nada a resolverla, puedan plantearse en términos de dicotomia (presencia o ausencia de
enfermedad; positivo 0 negativo), la exactitud de la prueba puede definirse en funcion de
su sensibilidad y especificidad diagnosticas. Sin embargo, con mucha frecuencia los resul-
tados de las pruebas estan distribuidos en una escala continua, por lo que es necesario
seleccionar un punto de corte o valor limite adecuado que permita resumir estos resulta-
dos en dos categorias: positivo y negativo.

La curva ROC nos permite seleccionar este punto, entre todos los posibles, eli-
giendo el que nos proporcione una mayor exactitud (sensibilidad y especificidad) respecto
a la diferenciacion de los individuos sanos/enfermos.

Ademas, el area bajo la curva ROC es una medida global de la exactitud de la
prueba diagnostica. Se define como la probabilidad de clasificar correctamente un par de
individuos sano/enfermo, seleccionados al azar de la poblacion, mediante los resultados
obtenidos al aplicarles la prueba. En nuestro caso esta prueba viene dada por los niveles
urinarios de Glc4.

Por convenio, el area bajo la curva ROC es siempre mayor o igual que 0,5. Toma
valores mas cercanos a 1,0 cuanto méas perfecta es la separacion que existe entre las dos
distribuciones. Segun los criterios extraidos de la bibliografia: valores entre 0,5y 0,7 indi-
can baja exactitud, entre 0,7 y 0,9 pueden ser Utiles para algunos propositos y un valor
mayor de 0,9 indica exactitud alta. Como queda reflejado en el apartado de Resultados
(4.2. Construccion de una curva ROC para evaluar la importancia de la glucosa tetra-
sacarido como biomarcador diagnostico de enfermedad de Pompe), el area bajo la curva
ROC para nuestra técnica es de 0,988, que indica una muy buena exactitud y el valor de
Glcd de 1,0495 mmol/mol creatinina nos permitird diferenciar a los individuos sa-
nos/enfermos con una sensibilidad del 100% y una especificidad del 81,2%.
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Otro punto de corte posible pudo ser el valor de 1,1370 mmol/mol creatinina, con
una sensibilidad del 93,8% y una especificidad del 100%. Aungue ambos puntos son re-
almente buenos, hemos preferido apostar por una mayor sensibilidad arriesgando un pe-
quefo porcentaje de falsos positivos para asegurar que ningun verdadero positivo se pier-
da y quede sin diagnosticar.

Asi, los resultados obtenidos en nuestro estudio, apoyan los antecedentes que pro-
ponen a la Glc4 como un biomarcador de buena utilidad para el diagnéstico de los pacien-
tes Pompe.

Ademads, ante la posible dificultad que representa la recogida de una muestra de
orina durante un periodo de 24 horas, sobre todo en el caso de pacientes en edad pediatri-
ca, pueden desarrollarse técnicas basadas en muestras de orina recogidas sobre papel. Esta
metodologia puede aportar mayor valor diagnostico y sobre todo a un envio més facil de
las muestras al laboratorio.

Por ultimo resaltar que, aunque este oligosacarido puede encontrarse elevado en
otras enfermedades del almacenamiento de glucdgeno, la existencia de un déficit especifi-
co de actividad GAA junto a una clinica compatible, no dejan lugar a dudas de que nos
encontrariamos ante un caso de paciente Pompe.

La dltima técnica analitica puesta en marcha durante el desarrollo de ésta Tesis es
la identificacion molecular de la mutacion 1VS1-13T>G que, mas que una técnica dia-
gndstica, que también lo es, es una prueba que aporta un importante valor afiadido al pro-
tocolo diagndstico por el laboratorio.

Como hemos indicado con anterioridad, es la mutacion mas comun en Europa y
las mas tipica en la forma del adulto (71% de los pacientes heterocigotos compuestos la
presentan). De hecho, resultd que el 58% de los pacientes diagnosticados de la forma del
adulto durante el desarrollo de esta Tesis, presentaban esta mutacion.

En consecuencia, nos planteamos que seria de gran interés desarrollar un sistema
de analisis molecular para detectar la presencia de la mutacion a traves de una reaccion de
PCR a tiempo real que nos permitiera identificar de forma precoz, segura y rapida estas
transversion.

El resultado obtenido fue la deteccién de dos curvas melting diferentes para los
dos posibles alelos: silvestre y mutante 1VS1-13; con dos picos melting a distintas tempe-
raturas (Figura 1V.4), de forma que la presencia de la mutacion queda identificada perfec-
tamente y, segin aparezca el pico melting correspondiente a la forma mutante acompana-
do o no por el pico correspondiente a la forma silvestre, puede clasificarse al individuo
como homo/heterocigoto para la mutacion.
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La alternativa disponible hasta ahora para la deteccion de ésta mutacion, consistia
en enviar una muestra del paciente a un centro de referencia donde se procedia a la se-
cuenciacion completa del gen hasta localizar la mutacion correspondiente. Con este méto-
do podemos llegar, de forma muy eficiente, hasta al diagndstico molecular sin necesidad
de secuenciar todo el gen.

Es cierto que la técnica esta disefiada para la deteccion exclusiva de la mutacion
IVS1-13T>G, pero su alta prevalencia hace que resulte rentable, tanto en el plano econé-
mico (la secuenciacion genética de un alelo resulta considerablemente cara), como en
relacion al tiempo de respuesta por el laboratorio (el envio de la muestra a un laboratorio
externo de referencia y la recepcion de los resultados puede suponer varias semanas de
retraso en el diagndstico).

Existe ademas otro motivo a considerar, quizas aun mas importante, por el cual la
identificacion de esta mutacion en concreto resulta ideal; y reside en la genética molecular
de la mutacién. La transversion 1VS1-13T>G origina un splicing alternativo que da lugar
tanto a transcritos aberrantes en los que queda suprimido el exon 2, como a una pequefia
proporcion de transcritos completos (<10%) con la informacion completa para producir la
enzima funcional®® ® %, De este modo, este mecanismo particular es responsable de la
escasa, pero significativa, actividad enzimatica residual presente en estos pacientes. Por
ello, algunos autores llegan a considerar a esta alteracion como una mutacion “protectora”
ya que, incluso en heterocigosis, asegura una produccién constitutiva, mas o menos
minima, de actividad enzimatica y, por tanto, aunque venga acompafiada de una mutacion
que no produzca enzima madura alguna, el individuo tiene asegurada una funciéon o-
glucosidasa residual que explica la expresion fenotipicamente tardia de la enfermedad en
los pacientes que la poseen.

En consecuencia, la identificacién de esta mutacion en los pacientes Pompe,
pondra de manifiesto, de una forma més o menos aproximada, la evolucion que el pacien-
te esta destinado a presentar, constituyéndose asi como una herramienta de vital transcen-
dencia clinica.

Asimismo se penso, que desarrollando un sistema de extraccion del ADN a partir
de las muestras DBS, se contribuiria de forma muy importante a la mejora del diagnosti-
co, proporcionando un sistema de calidad, y sobre todo, de mayor comodidad para clini-
cos Yy pacientes, pues este medio de soporte para las muestras de sangre presenta impor-
tantes ventajas: simplicidad a la hora de obtener las muestras, poco volumen requerido,
facilidad de transporte, estabilidad, menor riesgo de contaminacion, mejor manejo de la-
boratorio...
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Consideramos de una relevancia vital, hacer hincapié en la consecucion de éste
objetivo, pues es un verdadero avance en el proceso diagnostico poder determinar la exis-
tencia de la mutacion mas prevalente en la forma del adulto a partir de muestras de sangre
seca recogida sobre papel pues realmente aporta, si cabe, una mayor eficiencia al dia-
gndstico genético.

Resulta por tanto que, disponiendo del diagnostico molecular del paciente, en el
caso de presentar la transversion 1VS1-13T>G, se dispone de una rica fuente de informa-
cién, y puede establecerse un programa concreto de actuacion gracias a la correlacion
genotipo-fenotipo existente para ésta mutacion, bien conocida y bien descrita (1.5.1 Gené-
tica de la EP), tipica de la forma del adulto.

En resumen, gracias al desarrollo de todo este trabajo de investigacion, se consi-
guio llegar al diagndstico inequivoco de enfermedad de Pompe para un total de 16 pacien-
tes. Sin el proyecto de diagnostico de enfermedades lisosomales que se esta desarrollando
en nuestro laboratorio (dentro del cual se encuentra el programa de diagndstico de enfer-
medad de Pompe y la presente Tesis), con una alta probabilidad éstos enfermos no habr-
ian sido diagnosticados a lo largo del afio 2011, y al menos en el caso de las dos formas
infantiles detectadas, las consecuencias habrian resultado fatales.

Ademas, eéste diagndstico permite a la familia conocer la presencia de alteraciones
en el gen GAA dentro de su acervo genético y, de esta forma, tomar las decisiones perti-
nentes en lo respectivo a generaciones futuras.

En relacién a los datos que pueden derivarse del diagndstico de estos enfermos,
queda comprobado que tanto en relacion a la sintomatologia, como a los efectos dia-
gnosticos, las conclusiones que pudieran extraerse estdn en concordancia con las publica-
ciones de otras series de pacientes presentes en la bibliografia.

Por altimo, el objetivo final y compendio del trabajo realizado durante esta Tesis
era la “Proposicion de un algoritmo diagndstico de la enfermedad de Pompe para el La-
boratorio Clinico”. Gracias a los resultados aportados por cada uno de los experimentos
realizados, la cohorte de pacientes disponible, las técnicas desarrolladas y puestas a punto,
la ratificacion de la eficacia de estas técnicas y el pequefio estudio coste/beneficios reali-
zado, nos encontramos en disposicion de elaborar un algoritmo diagnostico orientado al
Laboratorio Clinico que responde a las necesidades diagnosticas de los clinicos y que,
desde nuestro punto de vista, resulta Gtil y completo.

Dicho algoritmo diagndstico, que resume toda la sucesion de técnicas y procedi-
mientos que debe seguir el Laboratorio Clinico, queda reflejado en la Figura V:
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Partiendo de un paciente con clinica susceptible de enfermedad de Pompe, se pro-
cederd en primer lugar a realizar la puncion e impregnacion de la cartulina de papel cro-
matografico (muestra de sangre seca recogida sobre papel - DBS) y su envio al laboratorio
de referencia. Se realiza a continuacion, la determinacion de las distintas fracciones de
actividad GAA en la muestra DBS. En caso de obtener resultados negativos para todas las
fracciones de actividad enzimatica, se descarta el diag-nostico de enfermedad de Pompe.
En el caso de encontrar alteraciones en alguna de las fracciones de GAA debe continuarse
con el estudio diagnostico. Se solicitara entonces una nueva muestra, ésta de sangre total
(remitida al laboratorio en las condiciones adecuadas de envio y conservacion), acompa-
fiadas de otra de orina de 24 horas (también en las condiciones adecuadas).

Por una parte, en la muestra de orina se cuantificard la concentracion de Glc4. Si
presenta niveles dentro de la normalidad, puede considerarse, con una alta probabilidad,
que el paciente no padece de enfermedad de Pompe. Si aparece un aumento de los niveles
del tetrasacarido, es muy posible que el paciente sufra algun tipo de glucogenosis. No
puede afirmarse que ésta sea efectivamente glucogenosis tipo |1, pero las determinaciones
en sangre nos permitiran corroborarlo.

Por otra parte, con la muestra de sangre total, impregnamos una nueva tarjeta de
papel cromatografico y realizamos una nueva determinacion de actividad enzimatica en
DBS. De esta forma, revalidamos los resultados obtenidos en el primer analisis. Si los
valores obtenidos se encuentran dentro de los limites de la normalidad, reevaluando los
resultados anteriores, podra descartarse la existencia de la patologia. Si aparecen altera-
ciones en alguna de las fracciones de la actividad GAA procederemos a continuar con el
estudio.

Se realiza en este momento la determinacion de actividad intralinfocitaria, previo
aislamiento de los linfocitos de la sangre total remitida. Esta es la técnica gold standard
para el diagnostico de la enfermedad de Pompe, y por lo tanto, serd la que nos proporcio-
ne el diagndstico definitivo. Si este método aporta resultados negativos, puede descartar-
se, con bastante seguridad, que el paciente se encuentre afectado de la enfermedad. Si los
resultados resultan positivos, se ha llegado al diagndstico de enfermedad de Pompe.

La suma de una clinica compatible y resultados positivos en DBS vy linfocitos,
acompafiados de concentraciones de Glc4 en orina también positivas, conducen al dia-
gnostico irrefutable de enfermedad de Pompe.

Llegados a este punto, podemos proceder a la determinacién molecular de la mu-
tacion existente. Se buscara asi, por PCR a tiempo real, identificar la presencia de la mu-
tacion 1IVS1-13T>G, tanto a partir de la muestra de sangre liquida remitida en segundo
término, como a partir de cualquiera de las muestras en DBS disponibles. Si el individuo
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presenta otra mutacion, los resultados seran negativos, pero si esta transversion esta pre-
sente, la técnica la pondra de manifiesto habiéndose alcanzado el diagnostico molecular y
disponiéndose, en este caso, de la descripcién completa de la patologia.

Este, nos parece el mejor esquema a seguir por el Laboratorio Clinico para llegar
al diagnostico definitivo de la enfermedad de Pompe. Por un lado, se incluyen en la parte
alta del algoritmo las pruebas de screening (actividad en DBS), que presentan una mayor
sensibilidad, pues trata de evitarse la pérdida de ningun paciente; ademas son mas como-
das para pacientes y clinicos, y son las que resultan mas econémicas (ver Tabla 1V.15). A
continuacion, se procede a realizar las pruebas confirmatorias (actividad intralinfocitaria)
con especificidad mas alta, evitdndose asi falsos positivos y aportandonos el diagnéstico
de la enfermedad. En paralelo, nuestro algoritmo cuenta con un biomarcador de apoyo al
diagnostico (Glc4 en orina), también de alta sensibilidad y buena especificidad, que res-
palda los resultados de los demas andlisis. En el Gltimo escaldn, debido a su mayor especi-
ficidad y coste mas elevado, y una vez alcanzado el diagndstico, resulta de gran interés
llevar a cabo el estudio molecular (identificacion de la mutacion 1VS1-13T>G) ya que
aporta informacion que puede resultar muy atil en cuanto al tratamiento y evolucién de
los enfermos.

Unicamente resta decir, que con la proposicion de éste algoritmo quedan centrali-
zados todos los experimentos realizados, todas las técnicas propuestas y todos los esfuer-
zos invertidos en el desarrollo de esta Tesis. Concluyendo que, el Laboratorio Clinico, en
armonia con la practica médica de directo contacto con el paciente, posee por si mismo la
capacidad de llegar al diagndstico definitivo de la enfermedad de Pompe para aquellos
pacientes que la sufren, y con el presente trabajo que presentamos, tratamos de poner de
manifiesto este papel que desempefia, considerando que debe ser reconocido y valorado.

169












CONCLUSIONES s

VI. CONCLUSIONES

Las conclusiones extraidas de la presente Tesis doctoral son las que se ex-
ponen a continuacion:

1°.  El diagnéstico de la enfermedad de Pompe plantea, a menudo, una dificultad impor-
tante debido a la rareza de la condicion y a la naturaleza relativamente poco especi-
fica de las caracteristicas fenotipicas propias de la patologia. Por ello se ha realizado
en la presente Tesis una extensa busqueda bibliografica con objeto de proporcionar
a los clinicos una revision lo mas completa posible sobre los conocimientos actuales
en la enfermedad de Pompe.

2°.  El diagnostico precoz es de vital importancia, principalmente para la forma infantil,
y requiere, tanto de una mayor conciencia entre los clinicos respecto a las carac-
teristicas de la enfermedad, como de pruebas diagnésticas rapidas y fiables que con-
firmen la deficiencia enzimatica de la a-glucosidasa acida.

3%  La determinacion de actividad a-glucosidasa acida en sangre seca recogida sobre
papel supone un método de screening eficaz y de alta calidad, que permite un pri-
mer acercamiento diagndstico a la enfermedad.

4°,  La determinacion de actividad a-glucosidasa acida intralinfocitaria se reafirma co-
mo gold-standard para el diagnéstico de la enfermedad de Pompe, no siendo nece-
sario recurrir al analisis en otros tejidos: tejido muscular, mediante biopsia; y fibro-
blastos con cultivo celular.

50, Laglucosa tetrasacérido en orina ha demostrado ser un biomarcador de alta sensibi-
lidad y buena especificidad diagndsticas, aportando, junto con las pruebas sangui-
neas, un apoyo importante para el diagndstico de la enfermedad.

6°.  El estudio molecular de la mutacion 1VS1-13T>G mediante PCR a tiempo real,
supone una metodologia que nos permite identificar de forma precoz, segura y rapi-
da esta transversion, permitiendo llevar el diagnostico hasta su ultimo término y
proporcionando a los clinicos una informacion muy util gracias a la correlacion ge-
notipo-fenotipo existente para ésta mutacion. Su identificacion a partir de muestras
de sangre seca recogida sobre papel supone un verdadero avance en el proceso dia-
gndstico aportando, si cabe, aln mayor eficiencia.
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7°.

8.

Se propone un algoritmo diagnostico que organiza de forma coherente y consecuen-
te el conjunto de métodos analiticos de laboratorio que permiten llegar hasta el dia-
gnastico definitivo de la enfermedad de Pompe.

El Laboratorio Clinico posee, por si mismo, la capacidad de llegar al diagnostico
definitivo de la enfermedad de Pompe y se considera que este papel clinico, por él
desemperiado, debe ser reconocido y valorado.
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SECUENCIA COMPLETA DEL GEN GAA.
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301

ACCCGCCTCT
GTGCGCGGAG
GGGGCGGTCG
GCGGGTGGAG
CCCGGCCACC
GCCGCAGCTG
GCTGCCGGCG
TTCCCCTGAG
GCTTAGAGAT
TCCCGTTTCT
CCCGAGCCAC
AGGAGCACCG
CACAAAGACC
TGGCACATAG
GTGACTGATG
AAGGCCTGAT
CAGTGGCTTA
GGGCTTCCCG
ACAGCATCAC
AGTTTTATCC
CCCTGAAGAG
GACAACCTGG
TAACCTGTGG
CCCAGCCGTG
TGTCAGAAGT
GCCCACGGTG
ACATGACATG
CAGCTCCCAG
GGGCTGCTTT
ACCCCTCTGA
CTCCTAGGAC
TCCCAGCCTT
TGAAATCCAT
AATAGAATGT
TTGTTAACCT
TCCTTGTTGT
TTCCCCATGT
TCCTTTCTCT
ATTCCCCACT
GGGTCCCCCT
GCCGCACCTT
CACTTCGGAA
TAACATGGCA
TGCCTACAGT
GGAGGTTGCA
CCTGTTTCAA
TTTGTAACAT
CCCTTCCTTC
TACCCCACCT
GAGCCCCGTG
CCTGTAGGAG
CCGGCTCCTG
CCTACTCCAT
GGAGACTCAC
ACACCCCGGC
CGATTGCGCC

GCGCGCcCcCcC
GTGAGCCGGG
GCTGCCCGCG
GTCGGGGATG
TCTAGGTTCT
ACGGGGAAAC
GTAACATCCC
CGGAGCTTGA
GAACGGGGAG
AGGGTTTCCT
CTCTCCTGCT
TGGCCTGAGA
CCCTTAGGCC
CACCCGAAAC
ACCGGGGACA
GACGGGTTGG
GTCAACCATG
CCGGGTTGTG
TGCCCCCACC
TTTGTAATAA
GGAGTCCTGG
GATTTGCCAT
AGTCTGTGCT
TCCAGAAAGT
GTGGGTAAAA
GAACACCACG
ACAGGTCAGA
TACCAGAGAA
CTGAAATCCT
TGGCTGACTT
ACCTTCTTCC
CCCCACGCCC
GCATATTGAA
TTGCCATAAA
TACCAGCAGA
GTCTGTACCC
ACCTCGGGGG
CTTGTGGCTT
GTGGTATGTC
AAGGACATAC
TATGCAGAAG
GGCCAAGGGG
AAATCCCGTC
CCCAGCTACT
GTGAGCCAGG
GTGTCTACCT
TTTAGCAGAC
TGGCCCTCTC
GCCTGGGTGC
AGTGCCGCCC
CTGTCCAGGC
GCCGTCTGCG
GATTTCCTGC
CCAGCTCACC
CGTCCCAGAG
CCTGACAAGG

GGGCACGACC
CCGGGGCTGC
CGGCCTCTCA
AGGCAGCAGG
CCTCGTCCGC
TGAGGCACGG
AGAAGCGGGT
GCCCCAGACC
CCGCCCTCCT
TTCCCCTTTT
CCTGCAGGAC
GGGGGCCCCT
AGGCCAGGGG
CCTTGGAAAC
CCAGGTGGCT
GATGGAAAAG
CCTGCACAAT
GAACACACCA
TCACACCAGG
ACCAGCAACT
GAACCTCTGA
TGGCCTCTGA
GACTCCAGGT
TGCAGAATTG
TGTTTCACCC
TCCGGCCGGG
CTCCCTCGGG
GGTTGCACAG
TGCCTGCCTC
TGGTTTGAGG
TCCTTTCCCT
TCCCCATGGT
TCGCATGTGG
ATATTAATGT
ATAATGAAAG
GAGGCTCCAG
CCGGGAGGGG
TGCCACCCCT
CGTGCACCAG
GAGTTGCCAG
TGGGGCTCCC
GGTGGATCAC
TCTACAAAAA
CAGGAGGCTG
ATCTCACCAC
GCCTTGCTGG
TGTGCAAGTG
CCCAGTCTAG
TGCAGTGCCA
CTCCCGCCTC
CATCTCCAAC
CCCTCGTGTC
TGGTTCCCCG
AGCAGGGAGC
CAGTGCCCAC
CCATCACCCA

CCGGAGTCTC
GGGGCTTCCC
GTTGGGAAAG
TAGGACAGTG
CCGTTGTTCA
AGCGGGTGAG
TTGAACGTGC
TCTAGTCCTC
GTGCTGGGCT
GATCGACGCA
GCACATGGCT
GGGCCAGCTC
TGACTGTCTC
CGAGTGATGA
TCAGGATGGA
GGGTGAGGGG
GGAACCCCGT
AGGCACTGGA
CCCTACGCAT
GTAAGAAACG
ATTTATAACT
AGTGAAGGCA
AGTGTCAAGA
ATGGGTGTGA
TCCAGCCCAG
GGCAGAGCGT
CCCTGAGTTC
TCCTCTGCTC
TGCTCCAAGG
ACCTCTCTGC
GGGGTCAGAC
GTATTACACA
GTTCCGGCTG
ACAGAGAAGC
CGAACCCCCA
GTGCAGCCAC
TTCTGATCTG
GGAGTGTCAC
TCAATAGGAA
AATCACTTCC
AGCCAGGCGT
TTGAGCTCAG
TACAGAAAAT
AAGTGGGAGG
AGCACTCTGG
TCTTCCTGGG
CTCTGCACTC
ACAGCAGGGC
GCCGCGGTTG
CCTGCTGAGC
CATGGGAGTG
CTTGGCAACC
AGAGCTGAGT
CAGCAGACCA
ACAGTGCGAC
GGAACAGTGC

CGCGGGCGGC
TGAGCGCGGG
CTGAGGTTGT
ACCTCGGTGA
GCGAGGGAGG
ACACCTGACG
CTAGCCGTGC
CCGGTCTTTA
TGGGGCTGGA
GTGCTCAGTC
GGGTCTGAAT
TGAAATCTGA
TGGTCTTTGT
GAGAGCCTTT
AGCAGATGGC
CTGGAGATTG
AAGAAACCAC
GGGTGGTGCG
CTCTTCCATA
CACTTTCCTG
AGTTGATCGA
GTGTTGTGGG
TTGAATTGAA
GAAAAACCCT
AGAGCCCTAA
TCCCAGCCAA
ACTTCTTCCT
CAAGGAGCTT
CCCGTTCCTC
ATCCCTCCCC
TTGCCTAGGT
CACCAAAGGG
CTCCTGGGAG
GAAACAAAGG
TATCTCATCT
TGTTACAGAG
CAAAGTCGCC
CCTCAGCTGC
AGGGAGCAAG
GCTGACACCC
GGTCACTCCT
GAGTTCGAGA
TAGCTGGGTG
ATTGCTTGAG
CCCAGGCGAC
GACATTCTAA
CCCTGCTGGA
AACACCCACC
ATGTCTCAGA
CCGCTTTCTT
AGGCACCCGC
GCTGCACTCC
GGCTCCTCCC
GGGCCCCGGG
GTCCCCCCCA
GAGGCCCGCG

CAGGGCGCGC
CCGGGTCGGT
CGCCGGGGCC
CGCGAAGGAC
CTCTGCGCGT
TCTGCCCCGC
CCCCAGCCTC
TCTGAGTTCA
GGCTGCATCT
CTGGCCGGGA
CCCTGGGGTG
ATGTCTCAAT
CCCTGGTTGC
TGCTCATGAG
CAGAAAGACC
AGTGAATCAC
AGGGATCAGA
AGCAGAGAGC
CGGCTGTCTG
AGTTCTGTGA
AAGTACAAGT
ACTGAGCCCT
TTGTAGGACA
ACACATTTAA
TTTACCAGTG
GCCTTCTGTA
GGTATGTGAC
CACTGGCCAG
AGAGACGCAG
CATGGCCTTG
GCGGTGGCTC
ACTCCCCTAT
GAGCCAGGCT
TCGTTGGTAC
GCACGCGACA
ACTGTGTTTC
AGAGGTTAAG
GGTGCCCAGG
GAAAGGTACT
AGTGGACCAA
GAAATCCCAG
CCAGCCTGGG
CGGTGGTGTG
TCTGGGAGGT
AGCTGTTTGG
GCGTGTTTGA
GCTTTTCTCG
CTGGCCACCT
GCTGCTTTGA
CTCCCGCAGG
CCTGCTCCCA
TGGGGCACAT
CAGTCCTGGA
ATGCCCAGGC
ACAGCCGCTT
GCTGTTGCTA
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3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261

CATCCCTGCA
ACCCAGCTAC
CACCCTGACC
CGTGATGATG
GGCGGCCAGG
TGCATGTTGC
GCAGCGCCccCC
TCGGGGCTCA
CGAATGAAAA
TTTTTGTGTA
ATCTGAAATT
TCCTCCTGGC
GTCCCACATC
TCTGGAGAGT
ATCCAGCTAA
CGTCCCCACT
AGCTGGACGG
GCGCATTTCT
CGACACATGT
CCTGGGTCTT
AGCCCCTGCT
TTAATCTTAA
TCAGTGTCCA
CACACAGTGA
GCAGAGAGCA
CCAGCTGTGC
GGGGGCAGGG
TCTGGAAACC
GTAGAGAGAC
GTCTGCAATT
AAGACCATCC
GCTGGGAATT
CCCTTGAGCC
TTGCTGAAGA
TTGAAAGCAC
CGAAATTAGC
GGCTTTCATT
TCCTTCTCAG
TGGAAAGGTT
GCCAGTTCCG
TGTGGGCCCA
GCCAGGGTGC
CAGGGCTGGC
TGCTCTCAGG
GGCTGAACAC
CGCTGCCCTC
CCAGCTGGAC
CGGCGGGCGG
CCAGCCCGGT
GTCGGCACAC
GCGCCCGGGC
GGCCCTGGGC
CTCTCCCAAC
GGCTGGCACC
GCTTCCCCAG
TGGCCCATCT
TGCTTCCCTT
TGGGATCCTG
CCTGGACGTT
TCCCTCCCTC
GCCTGGGCTT
TGGAGAACAT
AGGGGCTGGC
GGACGTCCAG
GGATGGCTTC
CATGATGATC

AAGCAGGGGC
CCCAGCTACA
CGTACCACCC
GAGACTGAGA
GCAGAGGGTG
ACCACTGTGT
TCGGGGAGCA
TTCATCTTTA
CAGGATGCCC
AGGATGCAAA
CAGAGTTATC
TCTGCAGATG
CATGTGTGGC
AAGGTGGCTG
CAGGCGCTAC
CTACAGCGTG
CCGCGTGCTG
CACACGGCAG
TTGTTTCTCA
TTACTCACAT
TGTCATTTAA
GAGAAGTTGC
CGCACTGACC
GGGGAAGCCA
CGCTAGAAGC
AGACGCAGGG
GTGGCCTCTC
AGCTGTGCAG
CCAAGAGAAG
CCAGCACTTT
TGGGCAACAT
GTGGCACATG
CAGGGGTTCG
CCCCGTCTCA
TCAGCGTAGT
TGTGCTGTGT
TCTCGGAGGT
GCATGGCTGG
CTGTTCAGCC
GTACCAGCCA
GCCAGGCGGT
CAAGGGCTGC
CAGGCCACTC
CTCGTGTGGC
GACGGTGGCG
GCAGTATATC
CAGGATCACC
GGGCACTGAG
GCGAACCTCT
GGGGTGTTCC
CGGGGTCTCC
ACGGTGCTGG
TCTGGCCTTC
ACATATCTTT
GCCACTCTGA
GTGGGGTGCA
CCAGATGTGG
GATGTCTACA
GTGGGTAGGG
ATGAAGTCGG
CCACCTGTGC
GACCAGGGCC
CGGGACGCGT
TGGAACGACC
CGGGACTTCC
GTGGTGTGTG

TGCAGGGAGC
AGCTGGAGAA
CCACCTTCTT
ACCGCCTCCA
CGCGTGGACA
GCTGGGCCCT
GTGGGGACAC
TGAAAAGGTG
AGTAAACCCG
ATTTGGGATG
AGGTGTTCTG
AGGGAGCCGA
TGCACCAGGA
TGGGGAACAT
GAGGTGCCCT
GAGTTCTCCG
TGAGTTCTGG
GGAGGGCCAC
CACGGCGGGG
AGGTCTAAAT
CTCAGGAAAA
CTTCGGAAAT
CTCCGTGCCG
TAAGCAAGTC
CAGCTGTGCA
GACAGGGATG
TGGAAGCCAG
ATGCAGGGGA
TTTCTCAAAG
GGGAGGCCAA
AGCAAGACCC
CCTGTGGTCC
AGGTTGCAGT
AAAAACAAAC
CTTGCCCAGG
TAACAGAGGA
GCTGTTTGCC
GCTGGGATCT
CCTGCCCAGC
GTTCCTGGAG
GCGCCTCTTC
AGGGCTCGGC
CGCCCTCCCA
CCCTTGGGTG
CCCCTGTTCT
ACAGGCCTCG
CTGTGGAACC
CTGGGGAGCG
ACGGGTCTCA
TGCTAAACAG
TCCGTGCTGC
GCCTTGTGTT
TGTGCTCCTA
CCGTCCCATG
GCTCCTCGTG
GAGCCCTCCA
TCCTGCAGCC
TCTTCCTGGG
CCTGCTCCCT
CGTTGGCCTG
CGCTGGGGCT
CACTTCCCCC
CTCCTCAGGC
TGGACTACAT
CGGCCATGGT
CCCCCACACT

CCAGATGGGG CAGCCCTGGT
CCTGAGCTCC TCTGAAATGG
CCCCAAGGAC ATCCTGACCC
CTTCACGGTG GGCAGGGCAG
TCGACACCCA CGCACCTCAC
TGCTGGGAGC GGAGGTGTGA
CACGGTGACA GGTACTCCAG
GGTCAGGTAG AGTAGGGCTG
AATTGCAGAT  ACCCCAGGCA
TATTTATACT  AGAAAAGCTG
TATTTTACCT CCATCCTGGG
GGCTCAGAGA GGCTGAATGT
CCTGACCTGT  CCTTGGCGTG
CAATAAACCC CCATCTCTTC
TGGAGACCCC GCATGTCCAC
AGGAGCCCTT CGGGGTGATC
GCTCTGTGCC  AGCATGATGG
ACGCGTTTGT  TTCTCACACG
AGGGCGACGG GCATTTCTCA
CCCATGTAAA CACGTGTTCA
CTCTCAGGAA  CGACAGCACT
GCGTTTTTCT TTTTTTGCTC
GGTGGTTTGG  ATCCTGCTCC
CATGCAGACA CAGCGTCAGG
GACACGGGGC AGGGAGGTCC
GCCTCTCTGG  AAGCCAGCTG
CTGTGCAGGA GTGGGGGGTG
CAGGGGTGGC CTCTCTGAGC
CATCTTATCA  AGCTAGGTAT
GGCGAGAGGG TCACTTGAGC
CATCTCTTAA  AAAATAAAAA
CAGCTACTCA  GGAGGCTGAG
GAACCATGAT TTTGCCACTG
AACAAACAGG CATCTTATCA
GGAGGGTGGG TGCGGTGTGA
CGCGTCTTCC  TGTGGACCGG
TTGCACTTGA  CCCCCAGCAA
GGGAGGACTT TGGCCACAAG
CTTGCTTGGG  GTCATGGGAC
GTCAGCCCCT TGGGGGCCCC
TGATATGCCC  TGAGAGTTGA
ACGGCCGCCT GTCCCAGGGT
GGGCACCAGG GCCCGGGGGT
TGAGCAAGCC TGGCTGGCCT
TTGCGGACCA GTTCCTTCAG
CCGAGCACCT CAGTCCCCTG
GGGACCTTGC GCCCACGGTA
CAGGTGCTGA  AGCGCCGTCT
CCCTTTCTAC CTGGCGCTGG
CAATGCCATG GGTAAGCTGC
CTGCCCTGGA  GACTGGAGGT
TTCTGGGAAA  TGAGTCCTAT
AGGAGGGTTC TGGGGCCCTG
CCAGGTTCCT CCTGAGTCAG
GGGAGAGAGC CTCAACTCTC
AGTGAAGAAT CTGTCCCCCA
GAGCCCTGCC  CTTAGCTGGA
CCCAGAGCCC AAGAGCGTGG
GGCCGCGGCC CCCGCCCCAA
CAGGATACCC GTTCATGCCG
ACTCCTCCAC CGCTATCACC
TGGTGAGTTG GGGTGGTGGC
CCCAGCAGAC GGTCCCGTGT
GGACTCCCGG AGGGACTTCA
GCAGGAGCTG CACCAGGGCG
GTGGGTCTTT GGGAAGGGGG

GCTTCTTCCC
GCTACACGGC
TGCGGCTGGA
GGGCGGGGGC
AAGGGTGGGG
GCAGACAATG
AAGGCAGGGC
CCAGAGGTTG
TGACTTTGTT
CTTGTTGTTT
GGAGGCGTCC
GCTGCCCATG
CGGGTTGTTC
TAGATCAAAG
AGCCGGGCAC
GTGCGCCGGC
GGAGGGCGAC
ATGGGCAGGG
CAGGGCGCTC
GGACTCACCA
TGGATTTGCC
ATTCATTTAC
CGGGGACAGA
GAGTGGTCAT
CCTCTAGAAG
TGCAGATGTT
GGGAGGCCAC
TGACCTCTGA
GGTGGTTCAT
CCAGGAGTTC
TAAAAAATTA
GCAAGAGGAT
CACTTCAGCC
GATCTCGGTC
GCCCGTCCTG
GTTTATCTGC
ACCTCAGGGG
CTCCTAGGCC
AGGCATGTGT
TCAGGGGTGG
TCACGCTGGT
CAGTGTGCTG
GCTCTCTGGG
CTGTCCCGCA
CTGTCCACCT
ATGCTCAGCA
CAGCGGCGGG
CCTGCATGTC
AGGACGGCGG
CCGCCGCCCA
CCGCATGAGG
GGGCTGATGC
CCTGGAGGTG
GCTTAGCACG
CGCCTGTGAT
ACCCCAGAGC
GGTCGACAGG
TGCAGCAGTA
GGCTCCCTCC
CCATACTGGG
CGCCAGGTGG
AGGGGAGGCA
TGTGGCTGCA
CGTTCAACAA
GCCGGCGCTA
CCGCCCGGTG
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7321 CCCAGTGGCT CCTTCTCTGT GCAGCGTCAT CCTCGTGCCT  GTGTGGTCGC  CGAGGATGTT
7381 TTCTGAGGGT CTTTGTGATA  TCGAGGGAAT ATCAAGAAGT TTGCAGGCTT  GGCCCCAGCT
7441 GTCCAGGGAG GTCGGGTTTG AGGGTCCCCA GAAATGGCCG GGTGCTACTC  AGGGTTCTGT
7501 CAGATGTAGG TTACTTGAAC TGCCTTAAAG CAAAAGGCCA GGGGCATGAT AAACTGATGT
7561 CACCTGGTCC TGGAAAGTGG AGGGCCCGGT GGGCCTGGGC ATGGGTATCG  CTGGAACTGT
7621 GGAGGCTCCG TGTGCCTTCT  GGCCGTGCCT CTCCTTCTGG CCGGCTCTGA  ATCCCTGGAA
7681 AGGACGGCGT GAGTGAGGGC AGCTTCCAGC CCTCATGCTG GCACCACAGA GCGGAGACTT
7741 CTTCCCATCA  GCTCCCATAG AAAAGTCCCA AAGCAGGACT CTTGAGTCAC CCAGCACAAA
7801 GAGGCCCTTC CCTGAGCCAG TCCCACAGCC AGAAGGATGC AGTTTGGGGG CTGGTCCAGC
7861 CCGAGTCTGG TGTCCGGCAC GATGGCCAGA GGAGGAGGTG GGAGGCAGGG CGAGCTGAAA
7921 AGATCCAACA GTTCCTGCCC  GGAAGATCCA CTTCAGCAGA GGAAGCACAG ATGAGATGTG
7981 GGGCTGTGCT GATGCTGCCT GTTTCCATCC  CTGCCTTCTG CAGGCAGCAA ACAGTAGTAG
8041 CCCTTAAGAG CAGGAGTGGA AACACAGACT TTTTTCTTTC TCACATTTTT TTAATTATAA
8101 AAGAAAAGTG ATTACTGTAG AACACTTGGG AAACTCTAGA GGTTTAAAGA AAAGGTAAAG
8161 GTAAAGCTTC CATTCCGGCG CGCCCCTCAT CAGCCAGCTG GTCCTGACTC  GCCCGGCCCT
8221 GGCTCCTCTC  CAGGCAGGCG TGTGCAGGCA TGTGCAGGTA CACAGGCAGG CATGCTGTAC
8281 ACACGCATGA TGTCATCCCC  AGCCTCATCC TCTCACTGTC  TCAGTTTTCC CCGTGGCTGG
8341 CGCCAGGGCT CTGGGCCACC CTCACCTTGA  CAGGTTTCCC  TCTTCCCAGG  ATCCTGCCAT
8401 CAGCAGCTCG GGCCCTGCCG  GGAGCTACAG GCCCTACGAC GAGGGTCTGC GGAGGGGGGT
8461 TTTCATCACC AACGAGACCG GCCAGCCGCT GATTGGGAAG GTAGGGCGAG GGTCCAGGGG
8521 ACGGGGGTTA GAAAGCAGAG GCCTCCAGCC AGGGGGAGCC GGCAGCTGCT  CAGGAAGACG
8581 GTGGGATTTG AGGAGCCATC ACGCCCAGTG GGACAGCTGA GAGGAATGGG CCACAGTGGC
8641 CCGTGACGAT GGTGGCTCCT ACAAGGAATG GCCCCGTGAG TTCTTCCATC AGCAGGCCTT
8701 TGACTTCATG GGCAGCTGGG CCTGGCCCAG GCACAAGCCC TGCAGACCCT CAGTGAGGCC
8761 TTAGGGTCCT CCTTGTCCTC  CCAGCCCCCC AGGGGCCTCC AGGCAGGGCC CCCGCTGAGG
8821 GAGCAGCTAG GGAGGGTCTG GTGCGGATGT GAGGCTGCCT GGCAGGGCTT GCACGGGGCC
8881 GTCTCCGCTG CCCTTCTCCC  TGACGCTCTC TGGTTCTGCA  GCCCAGCCCC TGGGTGGACG
8941 TGTTGGGGGT GACCCCTCGT TTTCCCAGGG TTGAGGCCCC TTGGCCCCGC  ATCAGTGCCT
9001 TGTGGAGAAA GAGCTGCTCA TTGACCTCCA  GGGTGCAGGT CTCTCAGATT  TGCAAATGTG
9061 GGCGTCCACT AAGAGTGAGG CTGCCCCTCT  GCTCAGGCTG AGGCTCAGTG GGGCTTCCAT
9121 GCAGGCCCTG GGTGGGGCCG GGTCTCCCCA  CTGCAGCCTC  TCGTTGTCCA  GGTATGGCCC
9181 GGGTCCACTG  CCTTCCCCGA  CTTCACCAAC  CCCACAGCCC TGGCCTGGTG GGAGGACATG
9241 GTGGCTGAGT TCCATGACCA GGTGCCCTTC GACGGCATGT GGATTGTAAG TGTGGCCCCC
9301 TCCTGAGCAT CCCCAAGGCC TCTGGGGACT ACCCCACCCT  CCTCACTCTG GGCAGAGTCA
9361 CCTACCAGCA GCGCTTCTCT TGCAGGACAT GAACGAGCCT TCCAACTTCA  TCAGGGGCTC
9421 TGAGGACGGC TGCCCCAACA ATGAGCTGGA GAACCCACCC TACGTGCCTG GTCAGCTCGC
9481 CCCCCACCTA CCCTGGGGAC TTAATCAAAT CAGAGACTCC CTTGTCTGGC — CTGGGAGACT
9541 TAGCACCCTC ATCTCTGAGA AGCAGATGGG CCAGCGGGGA AAGGGGCGGG GGGGGGATCC
9601 CCAGGAGAAA GGCTCAGGCT GGGAGACTCA GCCAAGCAGT GCAGACAGGG TGGGTGCAGA
9661 GGCACAGGCC CTGCCGGAGG AGACGCCGCT CACAGGTGCT TGCCAGAGCA CAGTGAGGCC
9721 GACTCGACTC AGAGCCGTCT CGATAGGCGC AGGGACCATG CAGCGGAGAC CTACCCACCC
9781 GTGGGGAGAG GTCAGGCCCA ACTCGAATGC AGCACGGGCA AGTGGATTTC  TAGCCAGGGA
9841 GCAGGGTGGG CTCAGAGGCA GGAATTACCA AGAAGAAGCA TGGGGGTCAG GGGGATTCTG
9901 GCTGAACTGA CCCAGCAGGA TTCTTGCTGA  AGGCAGGCCA GGGTGACCAG ACATCGCCTG
9961 AGGGGTGGTG GAGGTTGGGG CTTCTCGCCA  AACTGTCTTA  GCAGGAATGG CAGAAACTGG
10021 GTTTTACAAG GAAGTACAAG GATGGGCCTG GGAGAAGGTT TGGGGGCCTG AGGCTATAGT
10081 TTGGCCCAGC AAAGAATCAG TGAGAGGATG GGGTTTTGGG CTTAGGTAAA CAGGCAGGGG
10141 AGTGCTTGAA  ATGGGCCAAG AGACGGTGGA TGTGAAGTCT GGGGGTCTGC AGAGCCCAGG
10201 CTCCAGCACC CGCCCAGCCC TGTCTTAGAA  GCAGTGGAGA TGATTACCCA  GGTTCCCGGG
10261 TAACGCCAGC CCCACAGAGG CGTGGGGAGC GGCTGCAGGT GCACCTCCAG GGCCAGCCTG
10321 AAGAGGCAGC GACCTGCACA GGGGCTCCTG GGAGGTGGGG GGCAGGGAGG GCACCTTGGA
10381 GCCTGCCGGG AGGAAGCTCC CTGGAAACCA GCCCCCGCCT CTTCCAGGGG  TGGTTGGGGG
10441 GACCCTCCAG  GCGGCCACCA TCTGTGCCTC  CAGCCACCAG TTTCTCTCCA CACACTACAA
10501 CCTGCACAAC CTCTACGGCC TGACCGAAGC CATCGCCTCC CACAGGTGAG GGCCACGTCC
10561 CGCCCCACTG GGCTCTGCCC TCACAGCCTG TCCTACAAGG  TTGGGGCCTC — TGCAGGGCCT
10621 CAGGGAGGAG GAAAAGCGGA GGCCCAGACC ACCCGGGGCC CGCTGGCGGC  CCGAGTGCTC
10681 TCCCCACCCG CTGCCTGCAC CCCAGCCTGA AGCTGGAGCG CTCCTTCCCA  CTTCATGCCT
10741 GGGGCTTGGA GAGGAAGGAC CCTGGATGCT GACAGGAGTC TGCATCAGCG GGGACCTCAT
10801 GACTCCTGTG AGGCTGGGGG GGGTCCTGGC TCACCTACAG GCATCAGGTG GCCCAGACAG
10861 AGGCAACTGT GCCCGCAGAC ATGGGCAGTA GCCTCGCCGT CCTCCTCCCC  AGCCTCTGCC
10921 TCATCCCAGA  AAGCTCCTTG CTCCCAGCTC  TGCCCTGCTG  GTGACAGGGT TCCCGAGTGA
10981 CCCCGCTCCA  CACAGCCCTC ACGGTGTCCC CCACCACCCC AGGGCGCTGG TGAAGGCTCG
11041 GGGGACACGC CCATTTGTGA  TCTCCCGCTC GACCTTTGCT  GGCCACGGCC GATACGCCGG
11101 CCACTGGACG GGGGACGTGT GGAGCTCCTG GGAGCAGCTC GCCTCCTCCG TGCCAGGTGA
11161 GCTCCTACCA GGAGGGGCTG CTCAGCAGAG TAGAGCCGGG GGCCTCTATG GGAGGCTTGC
11221 CGGGGCCCCC CACCCACTTA GCAGGTGGGG CTCTGGGTCA  CTTGGCCTGA  GCTGGCTCTG
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11281
11341
11401
11461
11521
11581
11641
11701
11761
11821
11881
11941
12001
12061
12121
12181
12241
12301
12361
12421
12481
12541
12601
12661
12721
12781
12841
12901
12961
13021
13081
13141
13201
13261
13321
13381
13441
13501
13561
13621
13681
13741
13801
13861
13921
13981
14041
14101
14161
14221
14281
14341
14401
14461
14521
14581
14641
14701
14761
14821
14881
14941
15001
15061
15121
15181

CTGCAGCAGC
CTGGGGGTGC
CTGTGTGTGC
CTGCTCAGTC
GACTCTCCCC
GTGCAGCTCT
TTTGCCCCCG
GGCCATGAGG
CCACCAGGCC
CTAGGCAGGG
CCTGTCCTGC
ATTTGGGCCT
GCCGTAGTAC
ATTCCCAGAG
TACCATAGAA
AGGCCAGGCA
ATCACCTGAG
AAAAATACAA
GCTGAGGCCA
CCACTGTACT
TCCACAGGAA
AAAAAAAAAA
TAAACACAAA
CAATAAAACA
CAAGACTAAG
CACACATTCT
GACCTTGTTG
TTACAATTAA
ATAAAAAAGC
GTCTGTATCC
TTTTAAGTCA
CCTTTTATAT
GACTTCTTGT
GGCAGTTCTG
TCCTTCATTT
AACACTTTGA
CCTCTTCCCA
TCTCTGAGTT
TCATCAAACT
TGTCTTCTAC
TTTGCAGCTC
TCTGACTGCC
GAGCCCCTCT
TCATTCCTTT
CTTTCCTTTA
GACGTAAACT
AACTACTGTC
TTTGTTTCAG
TCAGGTCTCG
TGTGTTCTTC
ATAATTGGTC
GAGGTGGGGA
TTCAGCCATT
GAGTCCTAAA
GGATCTTGAG
GCAAGAAATA
AGAGAAAATA
AATTGGCACA
GATGCGTTAA
GCTCCATGAA
GGGGGCAGGA
GGAGAATCCT
CAAGTTGCCT
CTTTCCAAAT
AGCAAAGTGA
CCCTGAGCCC

CTGAGGACCA
CTCTGGTCGG
GCTGGACCCA
TGGTAGGGTG
TGGGAATCCC
CCCGAGGCGG
CCTGCCCTGC
AAGGCCCTCA
CACGTCGCGG
GCGGTGGCCC
TGTGGGCTGT
GGCTTAAGGG
ACACGAGGAG
AGTGAGGTGA
ACATAAGTTC
CGGTGGCTAA
GTCAAGAGTT
AAATTAGCCG
GAGAATCCCT
CCAGCCTGTG
AAGATAAGTG
GGTGAACTTT
AAGATTAAAA
GCAAATAGCT
AACCAAATTG
TCACCCGGAA
TTTCTGTCAC
CATCTTAATT
TTTGCTTCTA
ATGATGAGCC
AATAGGAGGG
TTACTGATGT
CTAACATCTT
CTAGTGATGA
TTTGAAAGTT
ACTTGTCAGC
GATTCTCTGT
TATCTTACTG
TGGGCGGTTT
TCTGGGACTT
TGTTGACTCC
CTGTCTTCAA
AGTGAACTTC
ACGTTTCTCT
GTTCTTCAGA
CTTTGTCTAG
CCCCCATCTG
ACTGGACATT
TTGCTATTGC
ATTGTGTGTG
AGATATCCTT
GCACCGTCAA
TTGTTAAATA
AATGTCAACT
AGGGGCTTAC
TTTTGAAGCA
AGACTATCCC
TTTGTGGAAA
TTTTACAAAT
TGTATCCATG
AACAGGACAG
CCGTAGAGCT
TTGGTTGTGG
ACTTGACTGA
GGCCAGTGCT
AGCTGCCGGC

GCCTGACTCT  GCCCTCCCAG
GGCCGACGTC TGCGGCTTCC
GCTGGGGGCC TTCTACCCCT
GGGGTGGCGG CATGGCAGGT
ACCCCTGCTG  GAGAAGCACC
GGACTCCAGG GGACCGCGGC
AGCCCCAGGA GCCGTACAGC
CCCTGCGCTA CGCACTCCTC
GGGAGACCGT GGCCccaGGecee
ATGTGTGCCC TGGGGGAGGG
GTTCCCCAGG  ACCCAGCAGG
GGAAGGGCAG CAAGAAAACC
TTCCTAACAA  CAGCCCTGCA
TTAGTTAACT  ATTTGCAGAA
CAGATAAATT  AAATAGTTAA
CGCCTGTAAT  CCCAGAACTT
CGAGGCCAGC CTGGCCAACA
TGCATGGTGG TGGGCGCCTG
TGAACCTGGG AGGAGGAGAT
TGACTCCATC  TCAAAAAAAA
AATGTGTATC  TCTGGGGAAA
ATTTGACCAT  AGCAGAAAAA
CTGCTCTGAA  CATGGACTGT
ACTCTTCCTA  ATAGGTAGAG
GAGGAACACT GTTTGCAAAA
ATCCAAGAAA CGCAATTTGT
TACACTTTTT TTTTTTTTTT
TTAGCCTCGT  TGGAACTGAT
TGTGGTTTCC  ATTGCCTCTC
CATCCACGCA  GATTTATAAT
AAAAATGGGT TACAAACAAA
AGTTACCTTT  ACCCATGGTT
TCATTTACAG  CAGAAGGACT
ATTCTCTCAG  TTTTTGTTGA
CTGCTCAACG  TAGGGTTCTT
CCATGGCCTC  CGTGGTTTCT
CTTTGGCCTT  TGAAGTCCCG
GGAGTTTGTT  GAGCTTCTTG
TTCAGCCATT  ACTTCATAAA
CCGTTCCACA  CATTGGTATG
TTCCTCGTTG TGTTTTCTTT
GGTCACTGAT TCTTTTTTCC
TCATTTTAGT  TGCTCTCTTT
CGTTAAGGAT ATTCCCTATC
CACGGTTTCG  CTGAGCTCTT
TAAGTCCAAT  GTCTGGGCTT
TGGGCCATAC  TTTCTTGTTT
TTAAACGCAG CTGCTGTGGT
TGATTGTTTT GTGACTTTCT
GCCACCAAAG TCTCTGCTTG
CACAGATGGC ATCCGTGAGT
CACTTAGCTA  GGCCAAGGAT
CATGCTCCCC  AGATGGCTGC
CTGACCATTT  TTGCCGATGT
TCCACCATCT  TCACTGACAT
GAAAGACACC ATTTATTTTG
TTGCTGGCAA  GAACACAGTG
GCAACAGTAC ATATCAGTCA
AGAAATAGGG CCTAAAGAAG
CAGGGATCAT AGCTGAGCAC
GGCAGAGCTG CGTCACAGGG
GCTTGCACAT  GTACATTCAT
GACTGGGAGG ATCTTTTCTC
TGAGCACATG CTGCCTTGGT
GTGTCCATCC  TGGTGCCTCA
ATGTCCGGGG AGAAGGCTTC

AAATCCTGCA
TGGGCAACAC
TCATGCGGAA
GGGCGATCCC
CCATGCTGGG
CCCAGCACCC
TTCAGCGAGC
CCCCACCTCT
CTCTTCCTGG
GCACGTAACT
TTGCCGCTGA
CAGTAATATC
CATCAGTGTG
GTCAATTTAT
TGTCAAAAAT
TGGGAGGCTG
TGGTGAAACC
TAGTCCCTGC
TGCAGTGAGC
AAAACCAAGC
GGTTTCATTT
AAAATGTAAA
AACAGCAGAG
AACTCATACG
CAGGAGATAC
GTTTTAATTA
TTTAGTGGTT
GCCAACTTGC
GTTCCTCTGT
GACCGCCTTA
AAGTACATAC
TTATTTCTTC
CCCTTTAGTA
CTTCAGAGTC
GACTGGCGGT
GCTGAGTAGC
ATGGTGTGTC
GACGTATGCA
ATATTTTTTC
CTTGACGGTG
CTGTTCTTCA
ACCAGTTCTC
TCAACTCCAG
TGGTGAGTCA
TGAACACATT
CTCTAGGGAC
CTTTGCGTGT
CATCAGATTC
TGAGCTAATT
ACTAGCTTAG
CTCCCAGCCT
TCTTGCTGTT
AAACCCTTGG
TCCTGTTTTC
CACTCCAAGA
CCCATGAATT
ACACAGTAGG
ATGTTTTTGA
TCACCTCAAA
TGGATGCCCC
CAGGACAGTC
CTTTTTGTCA
TTTGTTGATA
TACCGGAGGA
AGCACAAGCC
TCCCAGCTCC

GTTTAACCTG
CTCAGAGGAG
CCACAACAGC
ACCCACCCAA
TGGCTGAGAA
AAGTGCTTCC
CGGCCCAGCA
ACACACTGTT
AGTGAGTGAC
CCCAGGCAGC
GTGAGACAAC
CCCCAGACAG
TTGAGGGAGG
TTTTCTTGCA
CAAGCTGTGG
AGGCGAGTGG
CATCTCTACT
TACTCAGGAG
CGAGATCGCG
TGTGAAAGAC
AGAGAAAAAA
TCTCTGAATA
AAGGCATTGT
TTGGTAAGAC
GAATGGTATC
CTATTTTAAT
GCCCTAGGGA
TTTCAATAGC
GCTGTTACAC
TTCAATTATC
ACACTGTCTG
ATGTGGCTTT
TTTATTGTAG
TCTTAATTTC
CGTTTCTCTG
TTCTGTCTTG
TAGGTGTAGA
TTGATGTTTT
TGCCCCTTTC
CCCAGGGGTC
GACTGCTTAG
ATCTGCTGTT
AATTTCTGTT
TGTTCTCACA
TAAAGTAGCT
AATTTTTATT
CTCATACATT
CCCATCCCCC
CCATAAGGTC
TGGACAGCCA
TTGCTGGGGC
CTTACAAAGA
TTAGTTTCAA
ACAGAGGAGA
AATGTATTTT
AGAATACATT
GTGGAATATA
GATTCACATT
AGGCATGAAC
CTGCACGTCC
TCCGTTAGAC
GATGTTAATT
CTTTTTCGTA
TAAGTGAGCG
CCTATTCCTG
GGCATTGACT
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183

15241
15301
15361
15421
15481
15541
15601
15661
15721
15781
15841
15901
15961
16021
16081
16141
16201
16261
16321
16381
16441
16501
16561
16621
16681
16741
16801
16861
16921
16981
17041
17101
17161
17221
17281
17341
17401
17461
17521
17581
17641
17701
17761
17821
17881
17941
18001
18061
18121
18181
18241
18301

TCTATCTGCT
TGAGCTCCAG
CAGCCCCATC
AGGACTCTAG
CCCCAGTGCT
ACGACCTGCA
GCCCTCCCAC
TGTGTTGAGT
TCCGCTCCTC
TGGCCAAGTC
TCAGGCACTG
GCGCCTGAAG
CCGGGAGATG
CCTCAAAGCA
CCTGCAGCTC
CCCCTGGACA
GGGCCAGGCG
GAGATGGTGG
TATCAAGGAG
CATGGCCGGC
CAGCCGTGGG
CCCTGCGGCC
CTAGCATTCC
TGTCCTTCCC
CCCTGGCTGT
GAGAGAGCCT
ATGTGAGTCC
TGAGGGGACC
GTGGCCTGGG
AGGGAGGTCA
GCTGTCTGCT
ACGATCGTGA
GTGACTGTCC
TCCAACTTCA
CGTCCCCCAG
GAACAGAGGA
CACACAGGCT
GACCTCTGAG
TGAGAGCCGG
CAGACGGAGC
GAGCCGCCTT
GCTCTCTCTT
CGTCAGCTGG
AGGGAAGCAG
ACCTGGAGCT
CGGGGCTCTG
GGGCCCTGGA
CCGGCATGCG
TGCTCAGGTG
CCAACGCGAC
CTGGGAACTC
TTAATAAAAG

GGAATCATCC
AGAGCAGAAT
CCATTCATCA
CACCTGGACT
CCAGGCCGGG
GACGGTGAGT
CTGCCCCCTC
CCCGGCCATG
ACACCATCCC
CCACGGCCAT
TCCCCACTCA
TCACAGTTCA
GAGAGCGTGG
ACATCTCCCT
CCCGTGAGCC
CCATCAACGT
GCTATGGTGG
GGGAGAGGCC
CCAGCCAGGC
AGGAGCTCAG
ATAGCACTTG
GCAGGTGTTC
CGGGCCCTGG
TTTCCAGGGC
GGCCCTGACC
GGAAGTGCTG
TGGGGCTGCT
TGGGCTTGGG
GTCCTAGAGT
CCTCCCTGAT
GACACCTCCA
ATGAGCTGGT
TGGGCGTGGC
CCTACAGCCC
CCGTGGTGCA
TGCTGGGACC
GTGCCTTTCC
CCGTGTTGAA
GGTCCCCCTG
TGCCCCCTGA
CTGAGCGCTG
TTCCAGGTCC
TGTTAGCCGG
AGCCTGTGTG
GGGCACTAAC
GCCCCCAACG
GGGCTGCTCT
GGTAGTATTA
GAGGTGTGGG
CGCTGCCCGG
AGGAAAATTC
GGGCATTTGG

CTGCCCGTCT
TCAGCCTCTT
CCCGTATGCC
GTGGACCACC
AAGGCCGAAG
CTGGGGACCC
CACCCAGTTG
TGCCAGGCCC
CATTTCCCAG
CACAGGCTGT
GTAGCCAGGA
GCCCGTCTGT
TTCCTGAGGA
CCAGGTGCCA
AGCCATCCAC
CCACCTCCGG
GGGTGTGGAC
CAGGTGGGGC
CAGTGAGGTG
TGGTCTGCAT
AGGTGGGGAA
CTGCAGATCC
AGGCCTCCAC
CCTGGCCTCA
AAGGGTGGGG
GAGCGAGGGG
CAGGCTGGTG
GGTCCCACGA
GAGCAGTGGG
GCCATCATGA
CATTCTCTGC
ACGTGTGACC
CACGGCGCCC
CGACACCAAG
GGGGGCAGAA
TCCCAAGGGG
TCCTCCTGTG
GCAGCACCGC
CGCCTGCCGG
GCGCCGGGCC
GGGTCTCACT
TGGACATCTG
GCGGAGTGTG
CGGGCAGCAG
CATTCCAAGC
TGTCTAGGAG
GTGTTAATAA
GCCACcCcccC
GTATGCACCT
CTGCCCAGAG
ACAGGACTTG
AATCA

GACCTGAGTC
CCTGTGCCTC
TGTGTGCCCA
AGCTCCTGTG
TGACTGGCTA
TAAGCCCTGG
GTGTGACCAG
CCACCCGGCT
ATGAGCAGAC
GCCTGTGCTG
GGGTCCCTAC
GCCAGGCCTC
CAGCATGGGG
GTAGAGGCCC
AGCGAGGGGC
GCTGGGTACA
AGCACACTGC
TTCTGAGGGG
GGGAGGGCAC
GGTGGAGGTT
GGTCTTGGGT
TAGTTACTGG
CTCCACCAGG
CAACCACAGA
AGGCCCGAGG
CCTACACACA
GGCAGGGGCC
TGGCTACCTG
GCCGTGCACT
GTCCCTGTTC
CTTTTCATCT
AGTGAGGGAG
CAGCAGGTCC
GCAAGAGGGC
GGTGCTGGGC
GTCTTTGGGG
TCTACACGTG
GTTTCTGGCG
GGAGGAACCG
TCGCTGCTGC
GCTGCTGGGA
TGTCTCGCTG
TTAGTCTCTC
CTGTGTGCGG
CGCCGCATCG
AGCTTTCTCC
GATTGTAAGG
TCCATCTGTT
GAGCTCCTGC
GGCTGGATGC
GGAGATTCTA

CTCCAAGTCC
CCCAGGGTGG
TCCCCCTTGC
GGGGGAGGCC
CTTCCCCTTG
GGAGACGGGA
GTGGCGGAAA
GCTCCGCACC
TGAGGCCTGC
AGCTGGCATA
CTACAGTGAG
CTAGGCCTCC
GCCTCGGCAC
TTGGCAGCCT
AGTGGGTGAC
TCATCCCCCT
AGAGCTGGGG
CCGCccececeea
AGCCCCACAA
CTGCCGGGCC
CATCACCACG
CAGCCTGGTG
GTGGGGATGA
GTCCCGCCAG
GGAGCTGTTC
GGTCATCTTC
GGCTCGGGGT
CCACTAGGAC
CTGCCCTTTC
TCATGGGTGT
CTCTCTGCTC
CTGGCCTGCA
TCTCCAACGG
CCAGAGTGGC
GTCCTGGTGA
AGGAGTGGGA
GGTGATGGGG
TGCGTTAAGG
GGTGCGAAGC
TGGGATCTCG
TCTCGGGCTG
TTGATGGGAG
CAGAGGGAGG
GCCTGGGGGT
CTTGTTTCCA
CTAGATCGCA
TTTGCCCTCC
CCCAGCACCG
TTCGCGCCTG
CTGCCGGTCC
AATCTTAAGT

TCCGGCACCT
GCATATGAGC
AGGTTCCCCA
CTGCTCATCA
GGCACATGGT
GACCAGAGCA
GAGGAACGTA
CATCAGCCTC
TTGCAGAACC
CCCAGGCCTC
CCCTGAGTCT
ACGTGGAGCC
GGCCCAGAAT
CCCACCCCCA
GCTGCCGGCC
GCAGGTACCT
GAGGCACAGG
CAGTGTAGGT
AGGCGTGGAG
CGGCCTCGGG
GGGTTCCAGC
CTGTACCAGC
TGACATCACG
CAGCCCATGG
TGGGACGATG
CTGGCCAGGA
TGAGAAGGGG
ACTCTAGCAG
GTGTACACAG
TCCTGCCCCA
GGCCCAGAAC
GCTGCAGAAG
TGTCCCTGTC
ACAGGGATCG
CCGATGCCAG
AGGGTCAGGC
CCACAATGAC
TGACCCGCAC
ATCCCAGGGC
GGGCCAGATG
CTCCATTTGT
AGCAGTTTCT
CTGGTTCCCC
TGCATGTGTC
CCTCCTGGGC
CTGTGGGCCG
TCACCTGTTG
GAGAAGGGGG
CTGCTCTGCC
CCGAGCAAGC
GCAATTATTT

Localizacion 17g25.2-g25.3







ANEXO I

ANEXO 11

MUTACIONES DEL GEN DE LA a-GLUCOSIDASA HUMANA (GEN GAA)

CONSECUENCIA A ANO DE

MUTACION  LOCALIZACION fonPt s =2~ L EFECTO PUBLIGACION
c.-82G>C exonl 5' no codificante desconocido 1990
€.-32-13T>G intronl Error de splicing potencialmente leves 1994
€.-32-3C>A intronl r.spl? menos grave 2008
€.-32-2A>G intronl r.0? muy grave 2008
c.3G>A exon2 p.Metl1? muy grave 2008
€.18_25del exon2 p.Pro6fsX34 muy grave 2009
c.25delT exon2 p.SerfsX33 muy grave 2008
€.32G>A exon2 p.ArgliGin no patdgenos 2008
€.118C>T exon2 p.Arg40Xx muy grave 1997
c.148_859-11del exon2 p.Glu50HisfsX37 muy grave 2007
€.136T>C exon2 p.Ser46Pro desconocido 2009
c.172C>T exon2 p.GIn58X muy grave 1999
€.236_246del exon2 p.Pro79ArgfsX12 muy grave 2006
€.258dupC exon2 p.Asn87fsX9 muy grave 1998
C.271G>A exon2 p.Asp91Asn presumiblemente no 1990

patdgenos
C.271del exon2 p.Asp91fsX51 muy grave 1998
c.307T>G exon2 p.Cys103Gly potencialmente me- 2004

nos graves
¢.309C>A exon2 p.Cys103X muy grave 2004
c.424_440del exon2 p-Serl42L leufsX29 muy grave 2010
€.324C>T exon2 p.Cys108Cys no patégenos 1990
€.340_341insT exon2 p.-Lys114fsX32 muy grave 2004
€.343C>T exon2 p.GIn115X muy grave 2007
€.363G>A exon2 p.=(GIn121) no patdgenos 2008
c.377G>A exon?2 p.Trp126X muy grave 2006
€.378 _379del exon2 p.Cys127LeufsX18 muy grave 1998
€.399C>A exon2 p.Tyrl33X muy grave 2004
c.421C>A exon2 p.Leul41Met potencialmente me- 2008

nos graves
C.447G>A exon2 p.Thrl49Thr no patégenos 2008
c.457_465del exon2 p.Thrl53_Thrl55del  muy grave 2008
c.461G>C exon2 p.Argl154Pro menos grave 2008
.482_483del exon2 p.Prol61fsX15 muy grave 1997
c.506T>C exon2 p.Leul69Pro desconocido 2007
c.510C>T exon2 p.Aspl70Asp no patdgenos 2004
c.525delT exon2 p.Glul76fsX45 muy grave 1994
€.532C>T exonz2 p.Argl78Cys no patégenos 2008
€.546G>A exon2 leaky splice potencialmente leves 2004
€.546G>C exon2 desconocido 2007
€.546+1G>T intron2 r.0? muy grave 2008
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€.546+24G>A
€.546+5G>T
€.547-4C>G
C.569G>A

C.572A>G

c.573C>A
c.596G>A
€.623T>C

€.642C>T
C.634G>T
€.655G>A

c.650C>T
C.668A>G
c.670C>T
c.671G>C
€.685_686insCGGC

€.692+1G>C
€.6924+5G>T
€.693-49C>T
c.710C>T
c.716del
€.722_723del
C.725C>T
c.742delC
c.743T>C

C.752C>T
C.761C>T
€.766_785delinsC
c.768dupT
Cc.776G>T

C.784G>A

€.794delG
c.796C>T
c.811A>G
€.828 850del
c.852G>A
€.853C>T
€.854C>G
€.858+5ins7

.858+6G>A
€.858+8_858+14del

intron2
intron2
intron2
exon3

exon3

exon3
exon3
exon3

exon3
exon3
exon3

exon3
exon3
exon3
exon3
exon3
intron3
intron3
intron3
exon4
exon4
exon4
exon4
exon4
exon4

exon4
exon4
exon4
exon4
exon4

exon4

exon4
exon4
exon4
exon4
exon4
exon4
exon4
intron4
intron4
intron4

No involucrado
No codificante
No involucrado
p.Arg190His

p.Tyrl91Cys

p.Tyrl91X
p.Argl99His
p.Leu208Pro

p.Ser214Ser
p.Glu212X
p.Gly219Arg

p.Pro217Leu
p.His223Arg
p.Arg224Trp
p.Arg224Pro
p.Arg229fs
r.0?

r.spl?

No involucrado
p.Ala237Val
p.Leu239fsX29
p.Phe241fsX88
p.Ala242Val
p.Leu248ProfsX20
p.-Leu248Pro

p.Ser251Leu
p.Ser254Leu
p.Tyr256fsX6
p.1e257TyrfsX73
p.Gly259Val

p.Glu262Lys

p.Ser2651lefsX3
p.Pro266Ser
p.Thr271Ala
p.Thr277fsX45
p.=(Ala284)
p.Pro285Ser
p.Pro285Arg

No codificante
No involucrado

no patdgenos
desconocido

no patdgenos
potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves

muy grave

no patégenos
potencialmente me-
nos graves

no patdgenos

muy grave
potencialmente me-
nos graves
desconocido

no patdgenos
menos grave
desconocido

muy grave

muy grave
desconocido

no patdgenos
desconocido

muy grave

muy grave
potencialmente leves
muy grave
potencialmente me-
nos graves

no patdgeno?

no patdgeno?

muy grave

muy grave
potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves

muy grave
potencialmente leves
desconocido

muy grave

no patdgenos
potencialmente leves
potencialmente leves
desconocido

no patdgenos

no patdgenos

2008
2010

2008

2008

2002
1990
2000

1990
2009
1997

200
1995
2003
2010
2006
2006
2008
2007
2005
2004
2008
2008
2008
2008

2008
2008
1998
2008
2008

1997

2008
2006
2010
2003
2007
2008
2002
2007
2008
2008
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€.858+9_858+15del

€.858+18insG
€.858+21C>G
€.858+24ins7
€.858+30T>C
€.858+37C>T
c.871C>T
C.872T>A
c.872T>C
c.875A>G
c.877G>A

€.885C>G
€.893A>C
€.896T>G

c.896T>C

C.921A>T
c.923A>C

C.923A>T
c.925G>A

c.935T>G

€.953T>C

C.953T>A

€.955+2T>G
€.955+12A>G
€.956-84T>C
c.971C>T
€.988T>G

€.989G>A
c.1003G>A

¢.1040C>G
c.1051delG
€.1062C>G
c.1064T>C

c.1075G>A
c.1075+13C>T
c.1076-22T>G

intron4
intron4
intron4
intron4
intron4
intron4
exon5
exon5
exon5
exonb
exon5

exon5
exon5
exonb

exonb

exonb
exon5

exon5
exonb

exonb
exon5
exon5

intron5
intrén5
intrén5
e£xon6
exon6

exon6
exon6

exon6
exon6
exon6
exon6

exon6
intron6
intron6

No involucrado
No codificante
No codificante
No codificante
No codificante
No codificante
p.Leu291Phe
p.Leu291His
p.Leu291Pro
p.Tyr292Cys
p.Gly293Arg

p.His295GIn
p.Tyr298Ser
p.Leu299Arg

p.Leu299Pro

p.Ala307Ala
p.His308Pro

p.His308Leu
p.Gly309Arg

p.Leu312Arg
p.Met318Thr
p.-Met318Lys

r.0?

No codificante
No involucrado
p.Pro324Leu
p-Trp330Gly

p.Trp330X
p.Gly335Arg

p.Pro347Arg
p.Val351CysfsX41
p.Tyr354X
p.Leu355Pro

p.Gly359Arg

No involucrado
p.Asp319_Val358del
insGlySerArgArgTrp
ProAla

no patdgenos

no patdgenos

no patégenos

no patdgenos

no patégenos

no patdgenos
menos grave
menos grave
menos grave
potencialmente leves
potencialmente me-
nos graves
potencialmente leves
desconocido
potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves

no patégenos
potencialmente me-
nos graves

menos grave
potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves

muy grave

no patégenos

no patdgenos
menos grave
potencialmente me-
nos graves

muy grave
potencialmente me-
nos graves
desconocido

muy grave

muy grave
potencialmente me-
nos graves
desconocido

no patdgenos
potencialmente leves

2008
2003
2003
2008
2008
2008
2008
2008
2008
1999
2004

2008
2008
1995

2008

1993
2004

2000
1998

2004

1991

2008

2008
1995
2008
2000
2006

2003
2008

2008
2008
2008
2004

2007
2007
1997
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€.1076-1G>A
c.1076-1G>C
c.1082C>T

€.1099T>C

c.1100G>A
c.1115A>T

c.1120T>C

€.1124G>T

€.1128_1129delinsC
€.1129G>C

€.1134C>G
c.1165delG
€.1192dup
c.1194+2T>A
€.1194+2T7>C
€.1195-44G>A
¢.1195-19_2190-17del
c.1195-15G>A
€.1195-8G>A
€.1195-2A>G
c.1202A>G

c.1203A>G
c.1204T>C

€.1209C>G
c.1210G>A

€.1214T>C
€.1222A>G

€.1229C>T
€.1239C>G
€.1309C>T
c.1316T>A
€.1326+1G>A
€.1327-18G>A
€.1327-2A>G
.1333G>C

c.1364A>C

intron6
intron6
exon7

exon7

exon7
exon7’

exon7’

exon’

exon7’
exon7

exon’
exon’
exon7’
intron7
intron7
intron?
intron7
intron?
intron7
intron?
exon8

exon8
exon8

exon8
exon8

exon8

exon8

exon8
exon8
exon8
exon8
intron8
intron8
intron8
exon9

exon9

r.0?
r.1076-79_1195+89ins
p.Pro361Leu

p.Trp367Arg

p.Trp367X
p.His372Leu

p.Cys374Arg
p.Arg375Leu

p.Trp376CysfsX16
p.Gly377Arg

p.Tyr378X
p.Glu389ArgfsX3
P.Leu398fs

r.0l?

r.0?

No involucrado
p.Asp399fsX6

r.spl?
r.0?
p.GIn401Arg

p.GIn401GlIn
p.Trp402Arg

p.Asn403Lys
p.Asp404Asn

p.Leud05Pro
p-Met408Val

p.Ser410Phe
p.Asp413Glu
p.Arg437Cys
p-Met439Lys

r.0

No codificante
Defecto de splicing
p.Alad45Pro

p-Tyr4d55Cys

muy grave
muy grave
potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves

muy grave
potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves

muy grave
potencialmente me-
nos graves

muy grave

muy grave

muy grave

muy grave

muy grave

no patdgenos

muy grave
desconocido
desconocido

muy grave
potencialmente me-
nos graves

no patégenos
potencialmente me-
nos graves
desconocido
potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves

no patdgenos
desconocido

menos grave
potencialmente leves
muy grave

no patégenos

muy grave
potencialmente me-
nos graves
desconocido

2008
2006
2003

2006

2007
2004

2004

2008

2008
2006

2008
2008
2007
2006
2008
2008
2002
2007
2008
2009
2008

1990
1990

2010
2006

2004

2002

2008
2008
2003
2006
1998
1995
2008
2006

2007
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C.1364A>T
¢.1369del
c.1370C>T
c.1371delC
¢.1373_1375del
c.1374C>T
c.1375G>A
c.1381G>A

¢.1396delG
c.1396G>T

€.13977>G
€.1408_1410del
c.1411_1414del
€.1432G>A

€.1437G>C

c.1437G>A
€.1437+2T>C
€.1437+4G>C
c.1438-19C>G
€.1438-1G>C
€.1438-1G>T
c.1441del
c.1441T7>C

c.1445C>T
€.1445C>G

c.1447G>A
c.1448G>T
c.1456G>C
€.1456_1468del
c.1460T>C
c.1465G>A
c.1495T>A
c.1496G>A
c.1497G>A
€.1509 1511del

€.1540G>C
€.1548G>A

exon9
exon9
exon9
exon9
exon9
exon9
exon9
exon9

exon9
exon9

exon9
exon9
exon9
exon9

exon9

exon9
intron9
intron9
intron9
intron9
intron9
exonl0
exonl0

exonl0
exonl0

exonl0
exonl0
exonl0
exonl0
exonl0
exonl0
exonl0
exonl0
exonl0
exonl0

exonl0
exonl0

p-Tyrd55Phe

p.Pro457Leu
p.Tyrd58ThrfsX19
p.Asp459del
p.Tyrd58Tyr
p.Asp459Asn
p.Gly461Ser

p.Val466fsX11
p.Val466Phe

p.Val466Gly
p.Asn470del
p.Glu471fsX5
p.Gly478Arg

p.Lys479Asn

r.spl
p.Asp443_Lys479del
No codificante

No codificante
r.spl

r.0?
p.Trp481fsX39
p.Trp481Arg

p.Pro482Leu
p.Pro482Arg

p.Gly483Arg
p.Gly483Val
p.Ala486Pro
p.Ala486fsX30
p.Phe487Ser
p.Asp489Asn
p.Trp499Arg
p.Trp499X
p.Trp499X
p.Ala504del

p.Gly514Arg
p.Trp516X

menos grave
muy grave
potencialmente leves
muy grave

muy grave

no patdgenos
desconocido
potencialmente me-
nos graves

muy grave
potencialmente me-
nos graves
desconocido
desconocido

muy grave
potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves

menos grave

muy grave

no patégenos

no patdgenos

muy grave

muy grave

muy grave
potencialmente me-
nos graves
desconocido
potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves
desconocido

muy grave
potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves

muy grave

muy grave
potencialmente me-
nos graves

muy grave

2004
2007
2008
2008
2004
1993
2008
2008

2008
2008

2006
2002
1996
1995

2008

2008
2001
2008
1995
2001
2008
1998
1998

2007
2008

2008
2008
2009
1994
2008
2006
2008
2008
2000
2008

2007
2004
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€.1551+1G>C
€.1551+42G>A
€.1551+49A>C
C.1551+49A>T
€.1552-3C>G
c.1555A>G
c.1556T>C

c.1561G>C
€.1561G>A

€.1564C>G

c.1564C>A
c.1564C>T
c.1574T>A
c.1581A>G
€.1585 1586 TC>GT
€.1626C>G
c.1634C>T
€.1636+1G>C
€.1636+5G>T
€.1636+5G>C

c.1642G>T
c.1645G>A
€.1645G>C
c.1655T>C
c.1673G>C
C.1669A>T
c.1687C>T
c.1696T>C
c.1710C>G

€.1716C>G
c.1717A>C

c.1724A>C

c.1725C>A
c.1726G>A

c.1727G>A

c.1735G>A

intron10
intron10
intron10
intron10
intron10
exonll
exonll

exonll
exonll

exonll

exonll
exonll
exonll
exonll
exonll
exonll
exonll
intron11
intron11
intron11

exonl2
exonl2
exonl2
exonl2
exonl2
exonl2
exonl2
exonl2
exonl2

exonl2
exonl2

exonl2

exonl2
exonl2

exonl2

exonl2

p.Val480_lle517del
No involucrado

No involucrado

No involucrado
leaky splice
p.-Met519Val
p.Met519Thr

p.Glu521GIn
p.Glu521Lys

p.Pro522Ala

p.Pro522Thr
p.Pro522Ser
p.Phe525Tyr
p.Arg527Arg
p.Ser529Val
r.spl?
p.Pro545L eu
r.0?

r.spl
p.Gly546_Val547ins
145X146
p.Val548Phe
p.Gly549Arg
p.Gly549Arg
p.Leu552Pro

p.Cys558Ser
p.1le557Phe
p.GIn563X
p-Ser566Pro
p.Asn570Lys

p.His572GIn
p.Asn573His

p.Tyr575Ser

p.Tyr575X
p.Gly576Ser

p.Gly576Asp

p.Glu579Lys

muy grave

no patdgenos

no patdgenos

no patdgenos
potencialmente leves
menos grave
potencialmente me-
nos graves
desconocido
potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves
desconocido
desconocido
desconocido

no patdgenos
potencialmente leves
desconocido

menos grave

muy grave
potencialmente leves
muy grave

desconocido
potencialmente leves
potencialmente leves
potencialmente me-
nos graves
desconocido
desconocido

muy grave
potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves
desconocido
potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves

muy grave
presumiblemente no
patdgenos
potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves

1994
2008
2008
2008
2006
1994
1995

2008
1991

2007

2007
2008
2010
1990
1996
2006
1994
2008
2008
2008

2008
2004

2006
2001

2010
2001
1995
2008

2008
2008

2004

2009
1995

2008

2004




c.1748C>T
c.1754G>T

c.1754G>A
c.1754+12A>G
€.1754+16C>T
€.1755-1G>A
c.1776del
c.1781G>C

€.1796C>A

c.1798C>T
c.1799G>A

c.1799G>T
.1802C>G

c.1819_1836del
c.1820G>A

c.1822C>T
€.1826dup
c.1827del
€.1829C>T
c.1830C>T

[ €.1833_1839(el;
€.1846G>T;
€.1847_1848insT]
€.1834C>T
c.1836C>G

c.1841C>A
€.1843G>A

c.1850T>C
c.1856G>A
€.1857C>G
c.1872C>T
c.1880C>T
c.1888+1G>A
€.1888+21G>A
c.1912G>T

€.1905C>A

exonl2

exonl2

exonl2
intron12
intron12
intron12
exonl3
exonl3

exonl3

exonl3
exonl3

exonl3

exonl3

exonl3
exonl3

exonl3
exonl3
exonl3
exonl3
exonl3
exonl3

exonl3
exonl3

exonl3

exonl3

exonl3
exonl3
exonl3
exonl3
exonl3
intronl13
intronl3
exonl4

exonl4

p.Ser583Phe
p.Arg585Met

p.Arg585Lys

No involucrado
No codificante
r.0?
p.Thr593HisfsX5
p.Arg594Pro

p.Ser599Tyr

p.Arg600Cys
p.Arg600His

p.Arg600Leu
p.Ser601Trp

p.Gly607_His612del
p.Gly607Asp

p.Arg608XxX
p.Tyr609X
p.Tyr609X
p.Ala610Val
p.Ala610Ala
pHis612_Asp616del
insArgGlylle

p.His612Tyr
p.His612GIn

p.Thr614Lys
p.Gly615Arg

p.Val6l7Ala
p.-Ser619Asn
p.Ser619Arg
p.=(Leu624)
p.Ser627Phe
r.0?

No involucrado
p.Gly638Trp

p.Asn635Lys

potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves
desconocido

no patégenos

no patégenos

muy grave

muy grave
potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves

menos grave
potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves

muy grave
potencialmente me-
nos graves

muy grave

muy grave

muy grave

menos grave

no patégenos

muy grave

desconocido
potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves

no patégenos
menos grave
menos grave

no patdgenos
desconocido

muy grave

no patégenos
potencialmente me-
nos graves
desconocido

ANEXO I

2008
2000

2008
2008
2008
2006
2006
2008

2008

2000
1999

2007
2006

2000
2004

2008
2004
2004
2007
2004
2006

2009
2006

2008
1999

2008
2006
2003
2008
2008
2008
2008
1998

2009




ANEXO I

€.1913G>T

c.1917G>A
c.1920T>G
€.1927G>A

€.1929 1935dup
€.1930G>C
€.1933G>C

€.1933G>A
€.1933G>T
c.1935C>A
€.1941C>G
c.1942G>A
c.1960T>C

€.1962_1964del
c.1971G>A
c.1978C>T
c.1979G>A

c.1981T>G
c.2012T>G

€.2014C>T
C.2015G>A
€.2024_2026del

c.2040G>A
€.2040+12G>A
€.2040+20G>A
€.2040+20G>T
€.2040+22G>T
€.2041-64A>G
c.2041-2A>C

€.2041-1G>A
c.2055C>A
€.2061C>T
€.2065G>A
€.2066_2070dup

exonl4

exonl4
exonl4
exonl4

exonl4
exonl4
exonl4

exonl4

exonl4

exonl4

exonl4

exonl4

exonl4

exonl4
exonl4
exonl4
exonl4

exonl4

exonl4

exonl4
exonl4
exonl4

exonl4
intron14
intron14
intron14
intron14
intron14
intron14

intron14
exonl5
exonl5
exonl5
exonl5

p.Gly638Val

p.Val639Val
p.Pro640Pro
p.Gly643Arg

pVal84fsX94
p.Ala644Pro
p.Asp645His
p.Asp645Asn
p.Asp645Tyr
p.Asp645Glu
p.Cys647Trp
p.Gly648Ser
p.Ser654Pro
p.Glu655del
p.=(Leu657)
p.Arg660Cys
p.Arg660His
p.Trp661Gly
p.-Met671Arg
p.Arg672Trp
p.Arg672GIn
p.Asn675del
r.spl?

No involucrado
No involucrado
No involucrado

No involucrado
No codificante

p.Pro681_Asp682de

I

r.0?
p.Tyr685X
p.Phe687Phe
p.Glu689Lys
p.Ala691fsX6

potencialmente me-

nos graves
no patdgenos
no patégenos

potencialmente me-

nos graves
muy grave
desconocido

potencialmente me-

Nnos graves

potencialmente me-

Nnos graves

potencialmente me-

Nnos graves

potencialmente me-

Nnos graves

potencialmente me-

Nos graves

potencialmente me-

Nos graves

potencialmente me-

nos graves
muy grave

no patdgenos
desconocido

potencialmente me-

Nnos graves

potencialmente me-

Nnos graves

potencialmente me-

Nnos graves
menos grave
menos grave

potencialmente me-

nos graves
desconocido
no patdgenos
no patdgenos
no patdgenos
no patégenos
no patdgenos
muy grave

muy grave
muy grave
no patdgenos
no patdgenos
muy grave

2004

1995
2008
1993

2009
2007
1995

1998

2007

1993

1994

1998

2008

2008
2008
2006
2003

2008

2006

1998
1998
1999

2007
2008
2008
2008
2008
2002
2004

2008
2007
2008
1994
2006




€.2104C>T

€.2105G>A
€.2132C>G
c.2133A>G
€.2135T>C
€.2140del
€.2154C>T
€.2161dupG

c.2173C>T
c.2174G>C

c.2185delC
€.2188G>T
c.2189+1G>A
€.2189+459 3405del
€.2190-53C>G
€.2210C>A

€.2219_2220delTG
€.2227C>T
€.2228A>G

€.2236T>G
€.2237G>C

€.2237G>A
€.2238G>C
€.2238G>A
€.2242dup
€.2255 2257del
€.2269C>T
€.2281delGinsAT
€.2300delT
€.2303C>G

c.2314T>C

€.2326C>T
€.2331+2T>C
€.2331+2T>A
€.2331+4A>G
€.2331+20A>G
€.2331+24C>T
€.2338A>G
€.2357dupT
€.2380del

exonl5

exonl5
exonl5
exonl5
exonl5
exonl5
exonl5
exonl5
exonl5
exonl5
exonl5

exonl5
exonl5
intron15
intronl15
intron15
exonle6

exonl6
exonle6
exonl6

exonl6
exonl6

exonl6
exonle6
exonl6
exonle6
exonl6
exonle6
exonle6
exonle6
exonle6

exonl6

exonle6
intron16
intronl16
intron16
intronl16
intron16
exonl7
exonl7
exonl7

p.Arg702Cys

p.Arg702His
p.Thr711Arg
p.Thr711Thr
p.Leu712Pro
p.His714fs
p.Val718Val
p.Glu721GlyfsX16
p.Val723Met
p.Arg725Trp
p.Arg725Pro

p.Thr729fsX8
p.Glu730X

r.0?
p.Glu730_Cys952del
No codificante
p.Thr737Asn

p.Val740GfsX55
p.GIn743X
p.GIn743Arg

p.Trp746Gly
p.Trp746Ser

p.Trp746X
p.Trp746Cys
p.Trp746X
p.Glu748fsX48
p.lle752del
p.GIn757X
p.Ala761fs
p.Phe767SerfsX14
p.Pro768Arg

p.Trp772Arg

p.GIn776X
p.Tyr773fsX3
Error de splicing
Error de splicing
No involucrado
No involucrado
p.lle780Val
p.Pro788ThrfsX8
p.Arg794fsXx12

potencialmente me-
nos graves

potencialmente leves

desconocido

no patégenos
menos grave

muy grave

no patégenos

muy grave
desconocido

menos grave
potencialmente me-
nos graves

muy grave

muy grave

muy grave

muy grave

no patdgenos
potencialmente me-
nos graves

muy grave

muy grave
potencialmente me-
nos graves
desconocido
potencialmente me-
nos graves

muy grave

menos grave

muy grave

muy grave
desconocido

muy grave

muy grave

muy grave
potencialmente me-
nos graves
potencialmente me-
nos graves

muy grave

muy grave

muy grave

menos grave

no patégenos

no patégenos

no patégenos

muy grave

muy grave

ANEXO I

2004

2008
2007
1993
2008
2007
1998
2008
2007
1993
2008

2009
2003
2008
1999
2008
2008

2006
2008
2008

2010
2008

1998
1994
2006
1998
2007
2007
2006
2008
1995

2008

2008
1997
2008
2006
2007
2008
1990
2008
1999
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€.2373_2376del
insTGCTCA
c.2431dup
€.2432delT
C.2446G>A
€.2481+102_2646
+31del
€.2501_2502del
€.2530_2541del

€.2553A>G
€.2560C>T
€.2600_2604delinsA
€.2604delG
€.2608C>T
€.2639C>A

c.2646_2646+1delTG
C.2646+2T>A
€.2662G>T
c.2702T>A

€.2707_2709del
€.2724C>G
c.2740dup;
¢.2742dup
€.2758_2775dup
c.2770T>C
c.2780C>T
€.2800-60A>G
€.2800-4T>G
€.2804T>C
€.2808C>T
c.2815 2816del
€.2842insT
C.2846T>A

€.2859G>A(*3)
c.*16T>A
Cc.*91G>A
¢.*140del
c.*143C>T
€.*154insG
C.*223C>T
€.*227G>C
c.*418T>C

exonl?

exon 17
exonl7
exonl?
intronl7

exonl8
exonl8

exonl8
exonl8
exonl8
exonl8
exonl8
exonl8

exonl8
intron18
exonl9
exonl9

exonl9
exonl9
exonl9

exonl9
exonl9
exonl9
intron19
intron19
exon20
exon20
exon20
exon20
exon20

exon20
exon20
exon20
exon20
exon20
exon20
exon20
exon20
exon20

p.Pro793HisfsX14

p.Leu811fsX73
p.Leu811fsX36
p.Val816lle
p.Gly828_Asn882del

p.Thr834ArgfsX49
p.Arg844 Leu847del

p.Gly851Gly
p.Arg854X
p.Glu867fs
p.Leu868fs
p.Arg870X
p.Ala880Asp

r.0?
p.Val876_Asn882del
p.Glu888X
p.Leu901GIn

p.Lys903del
p.Gly908Gly
p.GIn914fsX30

p.Gly920 Asn925dup
p.Ser924Pro
p.Thro271le

No involucrado

p.Leu935Pro
p-Asp936Asp
p.Val939fsX78
p.Leu948SerfsX70
p.Val949Asp

3' no codificante
3' no codificante
3' no codificante
3' no codificante
3' no codificante
3' no codificante
3' no codificante
3' no codificante
3' no codificante

muy grave

muy grave
muy grave
no patdgenos
muy grave

muy grave
potencialmente me-
nos graves

no patdgenos

muy grave

muy grave

muy grave

muy grave
potencialmente me-
nos graves

muy grave

muy grave

muy grave
potencialmente me-
nos graves

muy grave

no patdgenos

muy grave

muy grave
no patdgenos

no patdgenos

no patdgenos
desconocido
desconocido

no patdgenos

muy grave

muy grave
potencialmente me-
nos graves

no patégenos

no patdgenos

no patégenos

no patdgenos

no patdgenos

no patdgenos

no patdgenos

no patdgenos

no patdgenos

2010

1998
2006
1993
1994

2008
2008

1990
1993
2007
2007
2006
2004

2006
2002
2006
2004

1995
2008
1995

1998
2006
1993
2008
2007
2008
1995
1999
2010
1998

1993
2008
2003
1990
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RECOGIDA DE DATOS DE PACIENTES DIAGNOSTICADOS DE ENFERMEDAD
DE POMPE

» IDENTIFICACION DEL PACIENTE

Nombre y Apellidos (o Iniciales):

Fecha de Nacimiento y Edad: Sexo:

»  SIGNOS Y SINTOMAS PREVIOS AL DIAGNOSTICO

SINTOMAS MUSCULARES
Debilidad muscular:
Hipotonia:
Problemas para caminar o subir escaleras:
Uso de sillade ruedas:
Otros signos/sintomas musculares (indicar cual/es):

(I |
OO0asg

SIGNOS ESQUELETICOS

Lordosis: L] O
Cifosis: (1 [
Escoliosis: O O
Escépula alata: O O
Otros signos/sintomas esqueléticos (indicar cuél/es):

SIGNOS CARDIACOS
Cardiopatia hipertréfica: L1 [
Insuficiencia cardiaca: O O
Otros signos/sintomas cardiacos (indicar cual/es):

SINTOMAS RESPIRATORIOS
Alteraciones respiratorias del suefio: 1 O
Insuficiencia respiratoria: L1 [
Necesidad de ventilacién artificial: O O
Otros signos/sintomas respiratorios (indicar cual/es):

SINTOMAS/SIGNOS NEUROLOGICOS
Afectacion de los reflejos: L] O
Dolor: O O
Epilepsia: O O

Otros signos/sintomas neuroldgicos (indicar cuél/es):

OTROS SIGNOS/SINTOMAS
Fatiga:
HiperCKemia:
Hiperglosia:
Problemas de alimentacion:
Hepato/Esplenomegalia:
Otros signos/sintomas destacables (indicar cual/es):

I |
W
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-  TRAS EL DIAGNOSTICO
Indicar edad del paciente al diagnosticar la enfermedad:
SI NO
Se ha realizado estudio molecular ] O

En caso afirmativo indicar mutacién/es y si se encuentran en
homo/heterocigosis:

Existen antecedentes familiares: O O
En caso afirmativo indicar grado de parentesco:

Se hainiciado Tratamiento de Sustitucién Enzimatica ] O
En caso afirmativo indicar fecha de inicio del tratamiento:

En caso afirmativo indicar edad del paciente al inicio del tratamiento:

Han aparecido nuevos signos/sintomas tras el diagnéstico y tratamiento: O O
En caso afirmativo indicar cuales:

Existen hitos destacables tras el inicio del tratamiento: ] O
En caso afirmativo indicar cuéles:

INDICAR OTRAS CUESTIONES QUE CONSIDERE DE IMPORTANCIA:

Nombre/Apellidos/Especialidad del facultativo responsable del diagndsti-
co/tratamiento/seguimiento del paciente:

Hospital en el que el paciente ha sido diagnosticado y esta siendo segui-
do/tratado el paciente:
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ALGORITMO DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE POMPE PARA EL LABORATORIO CLINICO

PACIENTE CON SOSPECHA DE
ENFERMEDAD DE POMPE

Clinica

Estudio por el

compatible

Laboratorio

Determinacidn de
GAA en DBS

Resultado Positivo en

Resultado Negativo alguna fraccién GAA

Solicitar nueva

v

Solicitar muestra de
orina de 24 horas

Resultado Negativo

Poca probabilidad de
enfermedad de Pompe

Cuantificacion
de los niveles de Glc4

Resultado Positivo

~ Enfermedad de Pompe
u otra glucogenosis

Determinacion de
GAA intralinfocitaria

Poca probabilidad de
enfermedad de Pompe

Resultado Negativo

v

Resultado Positivo

DIAGNOSTICO DE
ENFERMEDAD DE
POMPE

Identificacion de la
mutacion
IVS1-13T>G

Resultado Positivo

Enfermedad de Pompe
mutacion poco prevalente

Enfermedad de Pompe en
homo/heterocigosis para
IVS1-13T>G
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ANEXO V
Joannes Casiano de Pompe el Hombre tras el Doctor
Para terminar esta Tesis, me ha parecido realmente importante, hacer referencia al

hombre que se encuentra tras la descripcion de la enfermedad que lleva su nombre; no ya
en su faceta médica y cientifica, muy reconocida y valorada, sino en su parte mas humana,

pues se trata de un hombre que no sélo se convirtio en doctor, sino también en héroe.

J. C. Pompe alcanzo el titulo de doctor en
1936 con la tesis titulada “Cardiomegalia glucogé-
nica”, basada en su primer caso donde describid la
enfermedad. Puede apreciarse, por tanto, que éste
habia sido un tema de permanente estudio para él.

Después de una temporada en el Hospital
San Canisio, en Nimega, fue nombrado patélogo
en el Hospital de Nuestra Sefiora en Amsterdam,
donde trabajo desde junio de 1939 hasta su muerte.

Su lugar de trabajo era muy adecuado para
él, ya que era un conocido catélico, muy devoto, y
con un gran amor y dedicacién a su familia. Era a
su vez un gran admirador de Sofocles y del poeta
holandés VVondel. Podriamos decir de él, que era lo
que se conoce como un "hombre renacentista™: un
hombre de ciencia y de artes. Ademas, sin duda
guiado por sus fuertes creencias cristianas, se con-
virtio durante la Il Guerra Mundial, en un miembro
muy activo de la resistencia holandesa.

Joannes Cassianus Pompe nacié en
Utrecht el 9 de septiembre de 1901.
Estudié medicina en la Universidad de
Utrecht, y durante este tiempo se topo
con los sintomas de lo que ahora se
conoce como enfermedad de Pompe,
que él describié en su publicacion de
1932, “Concerning idiopathic hyper-
trophy of the heart”.
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Después de la caida de los Paises
Bajos, el Dr. Pompe se incorpord, como
indicamos, a la resistencia holandesa. En
un primer momento se vio involucrado en
la basgqueda de escondites para los judios.
Realizando esta tarea se puso en contacto
con el operador de un transmisor ilegal
que pasaba informacion importante a las
fuerzas de los paises aliados, principal-
mente al Reino Unido.

El laboratorio de Pompe, aislado
del resto del hospital, se convirtio en el
escondite ideal tanto para ocultar a los
judios perseguidos como para el transmi-
sor, convirtiéndose asi, en uno de los
principales centros de operaciones de la
resistencia holandesa (noviembre-
diciembre de 1944).

Dr. Pompe con su uniforme de capitan del ejérci-
to holandés (Médico de Reserva), se cree que fue
tomada entre 1939 y 1940. A raiz de la invasion
nazi de los Paises Bajos el 10 de mayo de 1940,
fue movilizado y particip6 en los combates, que
duraron hasta el 15 de mayo del mismo afio.

A pesar de todas las precauciones, el transmisor fue descubierto por los alemanes,
y el domingo 25 de febrero de 1945, a las 10 horas, entre 40 y 50 miembros de la Policia
Militar alemana irrumpieron en el hospital y se dirigieron directamente al laboratorio. El
operador del transmisior, Pierre Antoine Coronel, estaba transmitiendo en ese mismo
momento y tratd de resistir sin éxito; lo capturaron y fue ejecutado en el patio del hospital
junto con los judios refugiados y varios miembros del hospital. Tras la guerra, una calle
de Amsterdam lleva su nombre: Coronel Street.

Durante la redada, el Dr. Pompe se encontraba en la misa dominical y al volver al
hospital fue advertido por los pacientes de lo que habia ocurrido. Volvio a su casa a decir
a su esposa que tendrian que pasar a la clandestinidad. Al salir de su domicilio fue dete-
nido en presencia de su esposa Yy sus hijos, que fueron cruelmente amenazados.

Mientras que algunos de los encarcelados fueron puestos en libertad, el Dr. Pom-
pe, Louis Berben (ayudante de laboratorio) y un enfermero, Piet van Doorn, fueron rete-
nidos en la carcel.
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El 14 de abril de 1945, la resistencia vol6 un puente ferroviario cerca de St Pan-
cras, el propio tren militar resultd destruido en el ataque. Como represalia, 20 presos
holandeses, entre ellos el Dr. Pompe y Louis Berben, fueron llevados en un camioén a un
prado cerca de St Pancras y, en torno a las 9 de la noche el 15 de abril, fueron fusilados.
Los cuerpos fueron enterrados en una fosa comun cerca de Overveen. El mismo dia, Piet
van Doorn, también fue ejecutado, en represalia por otro ataque a un tren aleméan®.

Despueés de la guerra se erigié un monumento a las victimas. ..

Sélo me satisface aquella ciencia
gue ha sabido hacer virtuosos
a quienes la profesaron.

Salustio (83 AC-35 AC)
Caius Sallustius Crispus.
Historiador latino.
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La Enfermedad de Pompe es una
enfermedad rara con un espec-
tro de manifestaciones muscula-
res, cardiacas y respiratorias que
pueden aparecer a cualquier
edad y que, segun su gravedad
y edad de aparicion, pueden
suponer una mayor mobi-
mortalidad para los pacientes
que la padecen.

Desde la aprobacién de la tera-
pia de sustitucidn enzimatica
para esta patologia los enfermos
cuentan con un fratamiento que
cambia radicalmente el pronds-
tico de la enfermedad, su evolu-
cion y su calidad de vida.

Por este motivo, se hace impres-
cindible mejorar, no sélo los siste-
mas diagnésticos, sino también
el conocimiento de esta enfer-

medad por los clinicos, para

poder actuar antes y mejor sobre
esta patologia.

Intentando alcanzar esta metq,
he considerado importante
destacar el papel que el Labora-
torio Clinico puede representar
en el diagndstico de estos enfer-
mos y he creido conveniente
participar con esta Tesis en la
divulgacién de los conocimien-
tos disponibles hoy dia sobre esta
enfermedad aportando, con
ello, mi grano de arena.
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