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1.- INTRODUCCION

Los transtornos peroxisomales son enfermedades genéticas caracterizadas por la
alteracién de una o més funciones del peroxisoma *. Dependiendo de la extension del
defecto peroxisomal se dividen en tres grupos (Tabla I): Grupo I, trastornos de la

biogénesis peroxisomal, con alteracién de multiples funciones peroxisomales 2 2

Grupo |1, deficiencia de una Gnica proteina peroxisomal * °

y Grupo IIl, que
incluye el sindrome de genes contiguos (CADDS), causado por una delecion de parte
del gen ABCDL1, responsable de la adrenoleucodistrofia ligada al X y del gen
DXS1357E en el cromosoma Xq28 . Las enfermedades peroxisomales tienen una
incidencia de entre 1/20.000-1/100.000 recién nacido. Pueden manifestarse a
cualquier edad pero son especialmente frecuentes en el periodo neonatal y en la
primera infancia. A pesar de que presentan una clinica variable, la afectacién
neuroldgica es el sintoma guia en la mayoria de los casos. En este protocolo nos
referiremos al Grupo | que son las enfermedades del espectro Zellweger (ZSS) y la
condrodisplasia punctata rizomélica (CDPR) causadas por defectos en los genes PEX
que codifican las peroxinas, proteinas necesarias para la biogénesis del peroxisomay el
importe de las proteinas de matriz y membrana peroxisomal y al Grupo II,
concretamente a las deficiencias aisladas en enzimas de la B-oxidacion peroxisomal y
de la sintesis de plasmalogenos, clinicamente muy similares a las del Grupo I. La
sospecha inicial de estas enfermedades se basa en la clinica predominante: a) sindrome
polimalformativo en el sindrome de Zellweger clasico (ZW) y en la CDPR; b)
sintomas neuroldgicos en la adrenoleucodistrofia neonatal (ALDN) y c) sintomas
hepatodigestivos en la enfermedad de Refsum infantil (RI) * °.

1.1 Los peroxisomas

Los peroxisomas son organelas celulares presentes en todas las células eucariotas,
excepto en el eritrocito maduro. La matriz peroxisomal contiene més de 50 enzimas
involucradas en multitud de funciones sintéticas y catabdlicas esenciales para la célula.
Estas incluyen: la B-oxidacion de los &cidos grasos de cadena muy larga (AGCML), a-
y B-oxidacion de los acidos largos ramificados (acidos fitanico y pristanico), la sintesis
de plasmalogenos, acidos biliares, &cidos poliinsaturados (PUFAS), colesterol,
leucotrienos, glioxalato, glutaril-CoA, acido pipecoélico y el metabolismo del peroxido

de hidrégeno (H20,).



Tabla 1.- Clasificacidon de las enfermedades peroxisomales

Grupo .- trastornos de la biogénesis peroxisomal
Espectro Zellweger (ZSS)
Sindrome cerebrohepatorrenal (ZS)
Adrenoleucodistrofia neonatal (ALDN)
Enfermedad de Refsum infantil (R1)
Condrodisplasia punctata rizomélica (CDPR) tipo |

Grupo Il.- deficiencia de una Unica proteina peroxisomal.
Defectos de la 3-oxidacion de acidos grasos
Adrenoleucodistrofia ligada al cromosoma X (X-ALD)
Deficiencia de acil coA oxidasa (ACOX1)
Deficiencia de proteina bifuncional (DBP)
Deficiencia de la proteina carrier esterol (SCPx)
Deficiencia de metil acilCoA racemasa (AMACR)
Defectos en la biosintesis de los eterfosfolipidos (Plasmalégenos)
Deficiencia de dihidroxiacetona fosfato aciltransferasa (DHAPAT; CDPR tipo
1)
Deficiencia de la alquil-dihidroxiacetona fosfato sintasa (ADHAPS; CDPR tipo
i
Defectos de la a-oxidacion de &cidos grasos
Deficiencia de fitanoilCoA hidroxilasa o0 Enfermedad de Refsum adulto

Otros
Deficiencia de glutaril CoA oxidasa o aciduria glutarica tipo 3
Hiperoxaluria tipo |
Acatalasemia

Grupo 111
Sindrome de la delecion de los genes ABCD1/DXS1357E contiguos (CADDS)

El termino biogénesis del peroxisoma incluye los mecanismos de acoplamiento de las
proteinas de membrana peroxisomales y la importacion de las proteinas de matriz hasta
el peroxisoma. Las proteinas que intervienen en todos estos procesos se denominan
peroxinas (Pex).

La biogénesis del organulo resulta de la fision de organulos preexistentes, con posterior
proliferacion mediante fisiones sucesivas. Sin embargo, parece existir también una
sintesis de novo, sufriendo un proceso de maduracién diferente al de proliferacion .
Las proteinas peroxisomales se codifican por genes nucleares y se sintetizan en
polirribosomas libres. Las proteinas peroxisomales de la matriz poseen una secuencia
de aminodcidos, la peroxisomal targeting sequence (PTS), en la region carboxi
terminal (PTS1) o en la aminoécido terminal (PTS2). La secuencia de aminoacidos es

un auténtico codigo de entrada necesario para acceder al interior del peroxisoma. Las



proteinas de matriz se unen a las proteinas transportadoras Pex5 y Pex 7 que las
conducen a la membrana peroxisomal, donde son reconocidas, liberadas e

internalizadas por un mecanismo dependiente de ATP. Las Pex5 y Pex7 vuelven al

citoplasma donde se reutilizan para una nueva accion (Fig. 1)
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Figura 1- Modelo del importe de proteinas de matriz y de membrana al peroxisoma de
mamifero. Segun*!

1.2 Rutas metabdlicas

De todas las vias metabdlicas localizadas en el peroxisoma, trataremos de aquellas mas
relevantes y relacionadas con la patogénesis y el diagnéstico bioquimico de los
transtornos de la biogénesis del peroxisoma. (Tabla I1).

Tabla 11.- Funciones metabdlicas del peroxisoma

1.- B-oxidacion de los &cidos grasos

2.-Sintesis de acidos biliares

3.-Biosintesis de éterfosfolipidos (plasmalogenos)

4.-a-oxidacion de acido fitanico

5.-Biosintesis de isoprenoides (Colesterol)

6.-Oxidacion de acido L- pipecdlico

7.- Metabolismo del oxigeno: catalasa

8.- Biosintesis de isoprenoides (Colesterol)

9.-Detoxificacion del glioxalat :alanina glioxilato-amino transferasa

Enla ay P la oxidacion los enzimas son exclusivos del peroxisoma, mientras que en el
resto de funciones sélo algunas de las enzimas se localizan en dicho organulo.




1.2.1. p-Oxidacién peroxisomal
El sistema de p-oxidacion peroxisomal funciona de la misma manera que el

mitocondrial, por la accion secuencial de 4 reacciones enzimaticas en un ciclo que
acorta la cadena carbonada de los sustratos lipidicos en dos 4&tomos de carbono. Este
ciclo puede repetirse un nimero de veces en concreto dependiendo del sustrato de la
reaccion. Los enzimas que intervienen son diferentes de los mitocondriales. Los
sustratos lipidicos que utilizan exclusivamente la -oxidacion peroxisomal y que por lo
tanto pueden ser marcadores de disfuncién de esta via son: Los AGCML,
especialmente el &cido hexacosanoico (C26:0), que deriva tanto de la dieta como de la
sintesis enddgena. El &cido pristanico, es un acido de cadena larga ramificado, procede
exclusivamente de la dieta o bien como producto de la a-oxidacion del acido fitanico.
Los precursores de los acidos biliares, di y trihidrocolestanoicos (DHCA y THCA),
que son sintetizados a partir del colesterol y a través de un ciclo de B-oxidacién se
transforman en CoA ésteres de los acidos quenodeoxicolico y célico. El acido
tetracosonoico (C24:6w3), acido poliinsaturado (PUFA), que se transforma en &cido
docosahexaenoico (C22:6w3) tras un ciclo de p-oxidacion. Los acidos dicarboxilicos,
en especial, el &cido hexadecadioico que procede de la w-oxidacion del &cido palmitico
y es oxidado exclusivamente en el peroxisoma.

Los AGCML requieren una activacion previa a su forma CoA éster para poder ser
internalizados en el peroxisoma. En la internalizacion participan proteinas
transportadoras de membrana del tipo ATP binding casette ALDP, alterada en la
adrenoleucodistrofia ligada al cromosoma X.

En la B-oxidacion peroxisomal participan los siguientes enzimas que actian de una
forma secuencial: la acil-CoA oxidasa, ACOX1 de los AGCML; la ACOX2 de los
acidos ramificados, como el pristanico y los DHCA y THCA, la enzima bifuncional, es
un complejo multienzimético que actla en los dos siguientes pasos, la hidratacion y la
deshidrogenacion. Esta enzima actla tanto en los productos de oxidacion de los
AGCML como en los de los &cidos pristanico, DHCA y THCA. Se denomina DBP (los
productos resultantes son isomeros D) o MFP2. Existe otra enzima bifuncional que es
especifica para los acidos dicarboxilicos; finalmente las tiolasas: PTH1 y PTH2 o
SCPX2. Los productos de la B-oxidacion de los AGCML utilizan ambas, mientras que
los de los ramificados solo PTH2. Finalmente la 2-metil racemasa (AMACR) es

exclusiva de los acidos ramificados que son los que presentan isomeros R (Figura 2) °.
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Figura 2.- Esquema de la -oxidacion peroxisomal.

AG: écidos grasos; DHCA y THCA acidos di y tri -hidroxicolestanoico ;ACOX1y
ACOX2: acil-CoA oxidasa; DBP : enzima bifuncional ; PTH1 y SCPX2: tiolasas.

1.2.2. a-Oxidacién peroxisomal

Los acidos grasos que presentan un grupo metilo en el tercer &tomo de carbono no
pueden ser metabolizados en la B-oxidacion. El ejemplo mejor conocido es el acido
fitdnico, un &cido graso muy particular que no es sintetizado de novo por el humano,
pero que es ingerido en la dieta (se acumula en grasa de rumiantes, productos lacteos,
carne y pescado). Para ser metabolizado, el &cido fitanico, utiliza la a-oxidacion que

supone una oxidacion descarboxilativa. La maquinaria enzimatica para llevarla a cabo



incluye: fitanoil CoA hidroxilasa, 2-hidroxifitanoil-CoA liasa y pristanal
deshidrogenasa (no identificada en el humano).

En la Fig. 3 se resumen los procesos de la B y a oxidacion peroxisomal.
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Figura 3.- Resumen de los procesos de a-y - oxidacion peroxisomal y origen de los
substratos implicados

1.2.3. Biosintesis de eterfosfolipidos

Los eterfosfolipidos son una clase de fosfolipidos que difieren de los diacilfosfolipidos
por poseer un alcohol, en vez de un &cido, unido al grupo hidroxilo (OH) del carbono 1
del glicerol fosfato, formando un grupo éter. Cuando este alcohol contiene un doble
enlace hablamos, en general, de plasmaldgenos. La sintesis de los eterfosfolipidos
requiere la accion concertada de enzimas localizadas en el peroxisoma y en el reticulo
endoplasmatico. Los enzimas responsables de los dos primeros pasos de la biosintesis
de los eterfosfolipidos y plasmaldgenos se localizan exclusivamente en el peroxisoma
y son: la dihidroxiacetona fosfato aciltransferasa (DHAPAT), que cataliza la acilacion
de la dihidroxiacetona-P para formar un acil- DHAP, utilizando como donadores acil
CoA derivados de 4&cidos grasos de cadena larga (acil-CoAs); y la alquil-
dihidroxiacetona fosfato acil sintetasa (alquilDHAPS), que cataliza la sustitucion del
grupo acilo por un alcohol de cadena larga, dando lugar a un alquil-DHAP (Fig. 4).
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2. FENOTIPOS CLINICOS

Las enfermedades peroxisomales de las que nos ocupamos tienen una gran
heterogeneidad fenotipica, bioquimica y genética.

Desde el punto de vista clinico el conocimiento de tres fenotipos concretos: Zellweger
(ZW), adrenoleucodistrofia neonatal (ALDN) y Refsum infantil (R1) ayuda a reconocer
una posible enfermedad peroxisomal y a iniciar la evaluacién del diagndstico
bioquimico apropiado. También cabe remarcar que la presentacion de los sintomas
clinicos guia es diferente en funcion de la edad de aparicion sin que ello sea
caracteristico de una enfermedad en concreto. Es excepcién la condrodisplasia punctata
rizomelica (CDPR) que presenta un fenotipo caracteristico ** **. El fenotipo clinico
comprende: a) signos fisicos, crecimiento y desarrollo; b) los resultados de imagen en
especial del sistema nervioso, esquelético, higado y rifiones y c¢) los resultados de la
histopatologia.

2.1. Espectro Zellweger (ZSS)



Los fenotipos ZW, ALDN y Rl son los prototipos clinicos mas representativos de
estas enfermedades, sin embargo los defectos de la biogénesis del peroxisoma
comprenden en realidad un continuo de situaciones que van desde la mas grave, el ZW
hasta la mas leve, el RI; al conjunto de este espectro de sintomas que presentan estas

enfermedades se les denomina espectro de Zellweger (ZSS) (Tabla I11).

Tabla I11.- Sintomas clinicos mayoritarios y su frecuencia en los trastornos del
espectro Zellweger (ZSS) y la Condrodisplasia Punctata Rizomélica
(CDPR)

ZS ALDN RI CDPR

Supervivencia (afos) 0.76 2.2 6.4 1.0

Dismorfia facial ++ + + ++

Cataratas 80% 45% 7% 42%

Retinopatias 71% 82% 100% 0

Sordera 100% 100% 93% 71%

Retraso psicomotor ++++ +++ +++ ++++

Hipotonia 99% 82% 52% +/-

Convulsiones neonatales | 80% 82% 20% +/-

Hepatomegalia 100% 79% 83% 0

Quistes renales 100% 0 0 0

Rizomelia 3% 0 0 93%

Condrodisplasia punctata | 69% 0 0 100%

Defecto de migracion 67% 20% +/- +/-

neuronal

Desmielinizacion 22% 20% 0 0

%: indica el porcentaje de pacientes que presentan el sintoma.

Datos obtenidos de Moser HW *?

ZS: sindrome de Zellweger; ALDN: Adrenoleucodistrofia neonatal; R1: Refsum
infantil; CDPR: Condrodisplasia Punctata Rizomélica

Las alteraciones se presentan ya durante el periodo gestacional, con manifestaciones
presentes desde el nacimiento o primeros meses de vida. La clinica viene determinada
por asociacion variable de las siguientes alteraciones:

- DISMORFIA CRANEOFACIAL con frente prominente, occipucio plano,
inclinacion mongoloide de los ojos, epicantus, raiz nasal baja y ancha, paladar
ojival, micrognatia, fontanelas y suturas amplias, repliegue de piel en cuello,
deformidad pabellon auricular y surco simiesco. El fenotipo junto a la hipotonia
pueden recordar un sindrome de Down.

-  FALLO DE CRECIMIENTO, trastornos digestivos




- ENCEFALOPATIA con trastornos de la migracion neuronal (displasia cortical y
heterotopias neuronales) y disgenesia de cuerpo calloso, leucodistrofia sudandfila y
atrofia cerebral. Clinicamente presentan hipotonia que evoluciona a tetraparesia
espastica, retraso y deterioro psicomotor y convulsiones, que pueden ser de inicio
neonatal. Pobre succion con necesidad de alimentacion por sonda nasogastrica.
Suele haber hiporreflexia o arreflexia. Nistagmus.

- HIPOACUSIA NEUROSENSORIAL.

- ALTERACIONES OCULARES: cataratas, turbiedad corneal, retinitis pigmentaria,
atrofia o hipoplasia Optica, glaucoma y manchas de Brushfield.

- HEPATOPATIA con variables cirrosis micronodular, fibrosis, colestasis y siderosis
hepética. Son frecuentes hepatomegalia e ictericia.

- ANOMALIAS ESQUELETICAS: pies zambos, torsion del pulgar y calcificaciones
puntiformes patelares y acetabulares.

- QUISTES RENALES.

- ATROFIA ADRENAL y pobre respuesta al test de estimulo con ACTH.

Puede haber elevacion de transaminasas Yy tendencia a la hipoglucemia,

hipocolesterolemia, y aumento de hierro y transferrinas séricas.

2.2. Condrodisplasia Punctata Rizomélica (CDPR).

Presentan un severo retraso ponderoestatural con acortamiento rizomiélico de

extremidades, dismorfia facial, espasticidad y retraso mental. Puede asociar ictiosis,

hepatomegalia, cataratas y deformidades por contracturas. Son tipicas las
calcificaciones epifisarias y extraepifisarias. Hay fenotipos leves con displasia

esquelética atipica, retardo mental y, en la mayoria de los casos, cataratas (Tabla I11).

3. DIAGNOSTICO BIOQUIMICO
En el espectro ZSS, las disfunciones peroxisomales pueden estar causadas por la

alteracion en 12 peroxinas diferentes y al déficit aislado de dos enzimas de la B-
oxidacion peroxisomal, la ACOX1 y la DBP. En la CDPR las disfunciones son debidas
a alteraciones en la Pex7, o en las enzimas DHAPAT vy alquilDHAPS. EI estudio
bioquimico permitird delimitar un poco mas los fenotipos clinicos dirigiendo el
diagnostico hacia un defecto mdaltiple en peroxinas o un déficit aislado.

3.1. Marcadores bioquimicos y algoritmos.

Para el diagndstico bioguimico se utilizaran aquellos parametros o marcadores que estan

alterados como consecuencia de la disfuncién peroxisomal correspondiente ** *°,
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3.1.1. El incremento de los AGCML es el parametro patognomonico de este grupo de
enfermedades. El andlisis de los AGCML se lleva a cabo por diferentes metodologias,
en especial la cromatografia de gases capilar. En los pacientes del espectro ZSS los
AGCML estan incrementados en suero y/o fibroblastos.

En las enfermedades de la biogénesis del peroxisoma, existe un fendmeno, llamado
mosaicismo peroxisomal, por el cual puede haber niveles altos de AGCML en plasma
y niveles normales en fibroblastos . En relacion a este fenémeno han sido identificadas
determinadas mutaciones en las peroxinas 12, 13 y 16 que conducen a los fenotipos mas
leves del espectro ZSS y presentan mosaicismo ", Los fibroblastos de estos pacientes
presentan sensibilidad a la temperatura, es decir muestran las alteraciones bioquimicas
caracteristicas de los defectos de la biogénesis del peroxisoma cuando se cultivan a
40°C, pero dichas alteraciones son minimas a la temperatura habitual de cultivo 37°C
. Este fenébmeno ha sido descrito en otras enfermedades. La CDPR y los defectos
aislados de la sintesis de plasmal6genos no muestran alteracion en los niveles de
AGCML.

3.1.2. La disminucion de plasmaldgenos esta presente en la CDPR y en el espectro
ZSS a excepcion de las deficiencias aisladas de la p-oxidacion, ACOX1 y DBP. Los
plasmaldgenos se determinan en células, ya sean sanguineas como los eritrocitos o en
fibroblastos cultivados. La disminucién es muy importante en la CDPR mientras que en
el espectro ZSS es muy variable, pudiendo llegar a ser practicamente normal en los
mosaicismos peroxisomales.

3.1.3. El incremento de los acidos fitanico y pristanico, es caracteristico del espectro
ZSS, de la deficiencia de DBP y de la CDPR debida a mutaciones en la Pex7, siendo
normal en las deficiencias aisladas de la sintesis de plasmaldgenos (DHAPAT vy
ADHAPS) vy en la deficiencia de ACOX1. Dado que los acidos ramificados son de
origen exdgeno, estos metabolitos no est4 incrementados en los primeros meses de vida,
no siendo Utiles para el diagndstico en este periodo.

3.1.4. El incremento de los precursores de los acidos biliares, DHCA y THCA, en
suero u orina requieren la utilizacion de cromatografia de gases -espectrometria de
masas. Son especialmente Utiles para establecer el diagnostico diferencial entre las
deficiencias de DBP y de ACOX1, ya que en el caso de neonatos afectos en la DBP, los
acidos ramificados todavia no estdn incrementados Yy son normales en los pacientes
con déficit de ACOX1.

11



3.1.5. El incremento del &cido pipecdlico puede ser también un marcador muy util del
espectro ZSS, aunque también se ha descrito aumentado en enfermedad hepatica y
como biomarcador de las convulsiones dependientes de piridoxina por mutaciones en el
gen antiquitina.

3.1.6. La excrecion aumentada de los &cidos dicarboxilicos y los epoxiacidos en
orina es util para la deteccion de este grupo de enfermedades frente a otros errores
congénitos del metabolismo que puedan presentar un fenotipo clinico similar, sin
embargo se ha de tener en cuenta que la excrecién de acidos dicarboxilicos puede ser
secundaria a otras alteraciones y la presencia de epoxiéacidos, aunque especifica, es
inconstante *. Por otra parte, la hiperoxaluria esta presente en el 80% de casos de
enfermos del ZSS que sobreviven al afio de vida.

3.1.7. La disminucion del acido docosahexaenoico (DHA) esta presente en un nimero
importante de pacientes del espectro ZSS. Dado que el DHA es un componente esencial
de las membranas del sistema nervioso, su determinacion posibilita la modificacion
dietética en los casos de mayor supervivencia.

En general, se recomienda, una vez llevado a cabo el estudio de los parametros
peroxisomales en sangre y orina, obtener biopsia de piel del paciente para poder llevar
a cabo otros estudios bioquimicos, inmunocitoquimicos y moleculares que permitan
completar el diagndstico del caso indice y poder ofrecer un diagnostico prenatal a las
familias.

3.1.8. La disminucién del namero de peroxisomas en células y en especial en
fibroblastos cultivados es una de las caracteristicas especificas de las enfermedades
peroxisomales con defecto en la biogénesis del organulo. Para determinar la presencia
de peroxisomas se utilizan técnicas de inmunohistoquimica frente a proteinas
peroxisomales. Las proteinas pueden ser de membrana, como la ALDP, que mostrara
una alteracion en el nimero y tamafio de las particulas, o bien de matriz, como la
catalasa, en cuyo caso en ausencia de peroxisomas la localizacion sera citoplasmatica y
no particulada. En relacién a la catalasa, también es posible llevar a cabo el estudio de
su solubilidad *°. Asi mismo, la presencia de mosaicos peroxisomales podra ser
detectada mediante este analisis. La determinacién inmunohistoquimica de la catalasa
es el procedimiento de eleccion en los estudios de complementacion (ver apartado de
diagnostico molecular).

3.1.9. Las determinaciones en fibroblastos cultivados de: a) la p-oxidacion del acido

hexacosanoico o cerotico (C26:0), del lignocérico (C24:0) y del pristanico; b) la a-
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oxidacion del ac.fitanico; y ¢) la sintesis de plasmal6genos, son complementarias en el
diagnéstico de las enfermedades del espectro ZSS y utilizadas para la caracterizacion
bioquimica completa, pero no como primer abordaje diagnostico, dada su complejidad
metodologica. La sintesis de plasmalégenos puede utilizase como prueba en el
diagnédstico prenatal, ya que se valora directamente en vellosidades de corion, en
aquellos casos en los que la sintesis de plasmaldgenos esté alterada. La determinacion
de las actividades enzimaticas aisladas ACOX1, DBP, DHAPAT y ADHAPS también
es posible en fibroblastos cultivados pero se realizan en contados laboratorios * **.

3.2 Los algoritmos diagndsticos para las enfermedades del espectro Zellweger (ZSS)

y la CDPR, se muestras en la s figuras 5y 6, respectivamente.

Sangre total en EDTA 3a 5 ml

AGCML T en plasma AGCML U en plasma

Defectos de la beta-oxidacion peroxisomal e descarta 233
Sospscha clinica importants de Z35 continuar

Plasmaldgenos en eritrocitos y Acidos pristanicoifitanico, pipecdlico y biliares en plasr

Obtencion de biopsia de piel enel caso de que uno o mas marcadores estén alterados para
poder establecer el cultivo de fibroblastos

Determinacién de AGCML y plasmaldgenos en fibloblastos cultivados

l AN

AGCHMLT AGCMLT AGCHL* AGCMLTE
plasmalégenosl} plasmaldgenos@  plasmaldgenos § Plasmaldgenos @

Pristanicofitinico M pristanico/fitanico®  Pristanicoffitanico @
PBDIZSS Ac. biliaresft Ac. Biliares @

Estudio molecular de las m
peroxinas:1,2,3,4,5,6,12,13,14 DBP

16,19 y 26

Figura 5.- Algoritmo diagndstico de los trastornos del espectro Zellweger. ACOX1.:
acil-CoA oxidasa; DBP: enzima bifuncional; AGCML.: acidos grasos de cadena muy
larga
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Sangre total en EDTA 3a 5 mil

Plasmaldgenos ffen eritrocitos Plasmaldgenosd en eritrocitos

Defectos de la sintesis de plasmalogenos / Se descarta COPR
| s05

Acidos Fitanicolpristanico y AGCML en plasma

p=cha clinica importante da Z35 continuar

Fit/Pris 1t FitiPris & Fit/Pris &
plasmalogenosi plasmalogenosl plEsmaltgenos &
LECMLe LAECML = AW

Obtencion de biopsia de piel enel caso de que uno o mas marcadores estén alterados para
poder establecer el cultivo de fibroblastos

e |F-harru|rspanna. Sintesls de plasmalogenos, DHAPST y ADHAPS
Zintesis de plasmalogenos

e osin o o o o Hoaes 4
gen Pex T gen GNPAT gen AGPS

Figura 6- Algoritmo diagnostico de la Condrodisplasia Punctata Rizomélica. DHAPAT:
dihidroxiacetona fosfato aciltransferasa; ADHAPS: alquil-dihidroxiacetona fosfato acil
sintetasa; AGCML.: acidos grasos de cadena muy larga; ZSS: espectro Zellweger

4. DIAGNOSTICO MOLECULAR
El anélisis de complementacion es una herramienta muy util para resolver si una

enfermedad o grupo de enfermedades son genéticamente heterogéneos o no. En este
caso, consiste en la transfeccion de fibroblastos cuyo defecto genético se desconoce con
plasmidos que codifican los diferentes genes PEX para valorar la recuperacion del
ensamblaje peroxisomal. De entre los 24 genes PEX que codifican las proteinas
peroxinas en células de mamifero, se han descrito mutaciones causantes de enfermedad
en 13 de ellos asociados a grupos de complementacion definidos hasta la fecha, 12 se
corresponden con los trastornos del ZSS 'y uno con la CDPR %°. Ademas, mutaciones en
los genes ACOX1 (ACOX1)* y HSD17B4 (DBP)* de la p-oxidacion peroxisomal dan
lugar a enfermedades del espectro ZSS y en los genes GNPAT 2* y AGPS */causan la
CDPR tipo 2 y 3, respectivamente (Tabla VI). En el caso de la CDPR, es posible la
seleccion clinica de pacientes para el estudio molecular de los genes PEX7, GNPAT y
AGPS ya que todos presentan rasgos dismorficos caracteristicos con acortamiento de
extremidades 2°. Esta seleccion clinica no es posible en los trastornos del ZSS, y hasta

la fecha se han encontrado mutaciones en 12 genes PEX diferentes. Defectos en los 3
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genes PEX1, PEX6 y PEX 26, implicados en el reciclamiento de las proteinas de matriz,
dan cuenta del 85% de los pacientes con enfermedades del ZSS, en concreto, el 70% de
todos ellos tienen mutaciones en el gen PEX1. Por otro lado, los genes PEX2, PEX10 y
PX12 son deficientes en al menos otro 10% de los pacientes. Este hecho ha permitido
el desarrollo de un algoritmo diagnéstico (PEX Gene Screen) por el grupo del Kennedy
Krieger Institute, en el que mediante 14 amplificaciones por paciente de determinados
exones de estos 6 genes PEX se identifica al menos una de las mutaciones en el 79% de
los 91 casos estudiados 2°. También el grupo de Gottingen ha descrito recientemente
una estrategia diagndstica en la que combinando métodos de biologia celular y genética
molecular se identifican 174 alelos mutantes de 90 pacientes en estudio en los 12 genes
PEX %'. El desarrollo de estas aproximaciones diagnésticas utilizando DNA del
paciente con sospecha de una enfermedad del ZSS permite un diagnostico molecular

mas rapido. La caracterizacion del defecto genético contribuye al conocimiento de los
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Tabla IV.- Genes PEX, grupos de complementacion, locus génico, fenotipos clinicos
asociados, frecuencias y mutaciones de los trastornos peroxisomales del espectro

Zellweger y la condrodisplasia punctata rizomélica.

Gen GC- | GC- | Locus Fenotipo | Frecuencia | Mutaciones mas frecuentes
Japon | KKI clinico
48 2
PEX1 E 1 7021-g922 ZS, 70% p.1700fs (c.2098insT)
NALD p.G843D (c.2528G>A)
IRD p.G973AfsX16(c.2916delA)
PEX2 F 10 | 8ql3-21 ZS, IRD 3% p.R119X(c. 355C>T)
PEX3 G 12 | 6g23-024 ZS <1% IVS10-8T>G
PEX5 2 12p13.31 ZS, 2% p.N489K(c.1467T>G)
NALD p.R390X(c.1168C>T)
PEX6 C 4 6p21.1 ZS, 10% Enexonl
NALD
IRD
PEX7 R 11 6022-024 CDPR1 >100 casos | p.L292X(c.875T>A)
p.A218V(c.653C>T)
IVS+1G>C
p.G217R(c649G>A)
€.370-396del27bp
PEX10 B 7 1p36.22 ZS, 3% €.815-815del T
NALD
PEX12 3 17912 ZS, 5% p.S320F (c.959C>T)
NALD,
IRD
PEX13 H 13 | 2p15 ZS, <1% p.1326T
NALD p.W324X
PEX 14 K 1p36.2 ZS <1% p.Q185X(c.553C>T)
PEX16 D 9 11pl12-p11.2 | ZS <1% p.R176X(c.526C>T)
PEX19 J 14 | 1922 ZS <1% C.764insA
PEX26 A 8 22g11-21 ZS, 5% p.R9BW (c.265G>A)
NALD,
IRD
ACOX1 17925 ZSS 22 casos p.R148X (c.442C>T)
p.T597X(c.1789 1792del)
HSD17B4 502 ZSS >100 casos | p.16S (c.46G>A)
p.N457Y(c.1369G>A)
GNPAT 1942 CDPR 2 Algunos p.R211H (c.632G>A)
casos
AGPS 2031 CDPR 3 Algunos p.R419H (c.1256G>A)
casos

La incidencia de los trastornos del espectro Zellweger, con deficiencia en alguna de las
12 peroxinas es de ~ 1:100.000 al igual que para la CDPR I. De las deficiencias de
ACOX1, HSD17B4, GNPAT y AGPS se desconoce su incidencia.
ZS: sindrome de Zellweger; ALDN: Adrenoleucodistrofia neonatal; RI: Refsum

infantil; CDPR: Condrodisplasia Punctata Rizomélica
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dominios funcionales de cada peroxina y puede tener también utilidad clinica. Se ha
observado que el genotipo se correlaciona bastante bien con la gravedad del fenotipo ya
que las mutaciones nonsense que generan proteinas (peroxinas) truncadas o deleciones
de fragmentos esenciales en el dominio funcional de la proteina parecen asociarse con
manifestaciones clinicas graves, mientras que mutaciones missense estan asociadas a
fenotipos clinicos mas leves®. La clarificacion del defecto genético primario en los
casos afectos es de gran utilidad sobre todo en aquellos casos que no cumplen los
criterios clasicos desde el punto de vista bioquimico o clinico y es crucial para el
consejo genético, diagnostico prenatal y la identificacion de portadores, que no es
posible mediante el analisis bioquimico.

5. DIAGNOSTICO PRENATAL y CONSEJO GENETICO
5.1 Diagnostico prenatal

En las enfermedades de la biogénesis del peroxisoma es posible realizar el diagnostico
prenatal mediante analisis bioquimico y/o molecular. Esta indicado en todos los casos
de riesgo, puesto que son enfermedades neuroldgicas graves con herencia autosémica
recesiva. Es importante confirmar el defecto bioquimico en cultivo de fibroblastos del
individuo afecto (caso indice), ya que se han descrito pacientes con mosaicismo
peroxisomal, en los que no se han podido detectar las alteraciones en los fibroblastos.
El diagnostico prenatal requiere de material fetal que por lo general es biopsia corial
(entre la 10 y 12 semana de gestacion). La amniocentesis (entre la 15y 18 semanas de
gestacion) se utiliza en aquellos casos en los que se haya sobrepasado las semanas para
la obtencion de la biopsia de corion o bien no se disponga de material suficiente
proveniente de la biopsia de corion. En el diagnéstico prenatal se pueden utilizar
diferentes aproximaciones diagndsticas, pero siempre que sea posible se llevaran a
cabo méas de una. Los marcadores bioquimicos diagndsticos de enfermedad
peroxisomal que mas se utilizan son los AGCML y plasmalégenos. Estos
metabolitos se analizan en vellosidad corial o en amniocitos cultivados 2 *. Es
importante tener en cuenta la posibilidad de error por contaminacion con células
maternas. Si el porcentaje de contaminacion es importante puede dar un resultado
falsamente negativo en un feto afecto, si bien, no es posible un falso positivo 3.

El analisis de los peroxisomas mediante inmunocitoquimica es posible también en
amniocitos y vellosidades coriales cultivados utilizadndose siempre en paralelo con los

AGCML y/o plasmalégenos®. Finalmente y en el caso de los mosaicismos
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peroxisomales, se deben utilizar aquellos materiales donde los parametros diagndstico
de enfermedad peroxisomal en el caso indice estén alterados (plasma y/o orina), como
la sangre fetal y el sobrenadante del liquido amnidtico para la determinacion de
AGCML y DHCA / THCA respectivamente.

La ventaja del diagnostico prenatal molecular de las enfermedades del ZSS y CDPR
es indiscutible®, el problema radica en la dificultad de conocer el gen alterado en cada
caso (13 PEX) y la mutacion/mutaciones causantes. En cualquier caso, el diagnéstico
prenatal molecular requiere el conocimiento previo de las mutaciones en el caso indice.
También seria posible el diagndstico preimplantacion. En los estudios de ADN es
fundamental descartar la contaminacion materna.

En conclusion, aunque el diagnostico prenatal mediante el estudio molecular es el de
eleccion en el ZSS y CDPR por la rapidez con la que se pueden conocer los
resultados (vellosidades de corion directas), en el supuesto de que no se conozcan las
mutaciones del gen en el caso indice es posible, en general, el diagnostico prenatal
mediante la determinacion de AGCML y plasmalogenos en vellosidades de corion
cultivadas.

5.2 Consejo genético

Ambos padres, clinicamente asintomaticos, son heterocigotos obligados y por tanto
portadores de la enfermedad. Cada hermano del individuo afecto tiene un 25% de
probabilidad de padecer la enfermedad, un 50% de probabilidad de ser portador
asintomatico y un 25% de estar sano y no ser portador. En cuanto a la descendencia,
hay que tener en cuenta, que los pacientes de las formas clinicas graves no tienen
posibilidad de reproducirse, pero aquellos con formas clinicas mas leves podrian tener
hijos, en cuyo caso todos los descendientes serian heterocigotos (portadores). Los
hermanos de los padres del caso indice tienen un 50 % de posibilidades de ser
portadores. La deteccidn de portadores no es posible con marcadores bioquimicos, ya
que éstos son normales. Se pueden realizar estudios de mutaciones de ADN en sangre

si se conoce el gen y la/s mutacion/es causante/s de la enfermedad en la familia.

6. PATOGENESIS

Diversos estudios demuestran que tanto el incremento de los AGCML como la
deficiencia de plasmalogenos estan en la base fisiopatoldgica de las enfermedades de la

biogénesis del peroxisoma. Se han descrito inclusiones lamelares de ésteres de
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colesterol de AGCML en sustancia blanca y en células adrenocorticales estriadas de
pacientes con ZS **. Los plasmalégenos constituyen una proporcién muy significativa
de los fosfolipidos de membrana de mamifero, siendo un 80-90% de los fosfolipidos de
la mielina. Se han descrito niveles muy disminuidos de plasmalégenos en higado,
cerebro, rifién, corazén y musculo de pacientes con ZW . Existe una relacion
inversamente proporcional entre niveles de plasmaldgenos y afectacion clinica en
humanos. Estudios en modelos murinos han permitido demostrar  que los
plasmaldgenos son fosfolipidos estructurales que protegen a la célula de los agentes
toxicos en general. Especificamente, en las enfermedades del ZSS, el acimulo de
AGCML es un toxico que produce diferentes efectos en funcion del tipo celular donde
se acumule. En los espermatocitos, produce degeneracion y apoptosis, en el sistema
nervioso aparece gliosis, una desmielinizacién inflamatoria y axonopatia®. La
disminucion de plasmaldgenos acelera todos estos efectos.

Respecto de los precursores de los acidos biliares, DHCA y THCA, se ha demostrado

su mayor citotoxicidad respecto de los acidos biliares por ser potentes inhibidores de

la fosforilacion oxidativa e incrementar la produccion de ROS por la mitocondria por

inhibicion de la cadena respiratoria mitocondrial *°. También se ha demostrado que los

acidos fitanico y pristanico disminuyen el potencial de membrana mitocondrial e

inhiben la produccion de ATP por la cadena respiratoria y producen stress oxidativo.

Ademas niveles altos de acido fitanico sin esterificar son toxicos para la célula por sus

efectos como protondforo a nivel de membranas *'. En conjunto, el exceso de toxicos,

AGCML, DHCA, THCA vy acidos ramificados en ausencia o disminucion de

plasmaldgenos, lipidos estructurales de membrana protectores de la misma, conducen a

un dafio celular irreparable. Recientemente se especula el efecto que las proteinas

peroxisomales deslocalizadas puedan tener en la fisiopatologia de estas enfermedades
38

7.- TRATAMIENTO Y PRONOSTICO

Tanto las enfermedades del ZSS como la CDPR son enfermedades heterogéneas que
afectan a multitud de 6rganos. En la actualidad no se dispone de tratamiento etioldgico,
siendo el sintomatico la Gnica alternativa. Este va dirigido a evitar posibles
manifestaciones clinicas de los diferentes 6rganos implicados y mejorar o frenar la
progresion de las ya establecidas, para lo que se precisa un tratamiento precoz y

multidisciplinario (neurologico, rehabilitador, ortopédico, fisioterapéutico, endocrino,
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nutricional, oftalmolégico, etc.), en donde cada profesional adecuara la terapéutica
necesaria segun las manifestaciones clinicas y progresion de cada variante del ZSS y
de la CDPR.

La dificultad del tratamiento reside en que el mayor deterioro se produce durante la
gestacion, no siendo posible, por el momento, el tratamiento prenatal. S6lo podemos
intuir el tratamiento genético en el futuro sobre la base de los estudios de
complementacion realizados y de un mayor conocimiento de los mecanismos
funcionales en el peroxisoma. No obstante, las mayores posibilidades terapéuticas
sintométicas las ofrecen la enfermedad Rl y la ALDN, dado su fenotipo clinico méas
benigno, mediante terapéuticas de sustitucion, manejo de la dieta (completa,
equilibrada y nutritiva, evitando alimentos ricos en acido fitnico) y resaltando la
utilidad que el DHA ha prestado en estos procesos. EI manejo multidisciplinario ha
conseguido una mejoria considerable en algunos casos. No es asi en el sindrome de
Zellweger clasico y la CDPR, en donde su afectacion y deterioro visible ya se
manifiestan al nacimiento *°.

ElI DHA es un &cido graso altamente insaturado, componente fundamental de las
membranas celulares de casi todos los tejidos, pero particularmente abundante en el
tejido cerebral y la retina donde tiene un papel muy importante en el desarrollo y
funcién del sistema nervioso y visual del feto y el recién nacido “° ** *2. En los
trastornos del ZSS, el DHA esta muy disminuido o es inexistente a nivel de cerebro,
retina y plasma, por ello diferentes estudios postulan que su administracién en forma
de ester-etilico(EE) o de triglicéridos (TG), en las formas menos graves, Yy
administrado de forma precoz en los primeros meses de vida, a dosis de 100-500
mg/dia (dosis mas empleada 200 mg/dia) ajustada a la edad y a la adecuada respuesta
bioquimica (aumento de DHA, plasmaldgenos y disminucion de AGCML), produce
mejoria clinica (desarrollo ponderoestatural, psicomotor, visual y funcién hepatica) y
de la neuroimagen (aumento de la mielinizacién)®. Asi mismo, se esta estudiando la
administracion de acidos célicos con el objetivo de reducir las concentraciones de
productos intermedios de los acidos biliares, con importante capacidad toxica para el
higado*. Estas terapéuticas, por ahora controvertidas, contindian en investigacion *.
7.1. Tratamiento

7.1.1. Manejo de los trastornos del espectro Zellweger

Evaluacion de la extension

e Nutricion-alimentacion.
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e Afectacion neurosensorial: audicion y vision.
e Funcion neuroldgica, hepatica y suprarrenal.
e Neuroimagen.

Tratamiento de las manifestaciones:

e Para mantener una buena nutricién es necesario una alimentacion completa y equilibrada
sin dieta restrictiva pero con bajo contenido en grasa. Evitar alimentos ricos en acido
fitanico: verduras de hoja verde, leche de vaca y grasas animales.

e Tratamiento con DHA: Administrar en forma de EE o TG, de forma precoz. Dosis habitual:
200mg/dia.

e Preservacion de la audicion actuando sobre todas sus posibilidades; y de la vision mediante
intervencion de cataratas, si las hubiera, y lentes correctoras.

e Suplementos de Vitamina Ky liposolubles.

e Tratamiento de las complicaciones hepaticas y terapia esclerosante de varices esofagicas.

e Tratamiento con FAESs en las crisis epilépticas. No hay contraindicacion de ningun FAE.

e Monitorizacion de la hiperoxaluria para evitar célculos y fallo renal.

e Aplicacion de medidas ortopédicas y fisioterapéuticas.

Vigilancia y controles periédicos:

e Controles anuales auditivos y oftalmoldgicos.

e Control cada 3 meses durante el primer afio y posteriormente cada 6 meses de:

e Estudio de los factores de coagulacion.

e Funcion hepética y suprarrenal.

e Controles bioguimicos: AGCML, plasmalédgenos, acido fitanico y DHA.
7.1.2. Manejo de la condrodisplasia punctata rizomélica:

Evaluacién de la extension:

e Parametros de crecimiento ponderoestatural.
e Desarrollo psicomotor

e Examenes oftalmoldgicos y auditivos

e Neuroimagen

Tratamiento de las manifestaciones:

e EIl manejo es de soporte y limitado a causa de las multiples anomalias presentes al
nacimiento

e Yy su pobre evolucidn.
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e Preservacion de la audicion actuando sobre todas sus posibilidades; y de la vision

mediante intervencion de cataratas, si las hubiera, y lentes correctoras.

e Aplicacion de medidas de fisioterapia y ortopédica para mejorar la funcionalidad.

e Restriccion de acido titanico, que en las formas leves-moderadas es muy beneficioso.

e Mantener las necesidades nutricionales adecuadas, mediante dieta completa y

equilibrada.

e Fisioterapia y toilette respiratoria.

¢ Vacuna frente VRS e influenza, para prevenir las infecciones respiratorias de repeticion

que suelen presentar.

Vigilancia y controles periédicos:

e Controles anuales auditivos y oftalmoldgicos.

e Realizar cada 6 meses:

v

S X X

7.2 Prondéstico

Control de curva de crecimiento ponderoestatural.

Control neurosensorial, de desarrollo psicomotor y crisis epilépticas.
Medidas ortopédicas Yy fisioterapéuticas.

Prevencidn de infecciones respiratorias.

Controles bioquimicos: plasmalédgenos , acido fitanico y DHA

En el pronostico de las enfermedades del ZSS, la precocidad de su expresion clinica va ligada de

forma inversamente proporcional a la supervivencia, siendo el Rl la enfermedad que presenta

mayor supervivencia, llegando incluso a superar la segunda década de la vida*® En nuestro medio,

la maxima supervivencia corresponde a un paciente con 18 afios. El sindrome de Zellweger, en

contraposicion, tiene la expresion clinica mas grave, con una supervivencia que no supera el afio de

vida. La ALDN presenta una supervivencia intermedia, con una media de 2- 3 afos, que junto con

el RI se ve favorecida con el manejo terapéutico y la dieta adecuada. El prondéstico de la CDPR, es

mas proximo al sindrome de Zellweger, en donde en la mayoria de los casos la expresion clinica

esta presente en el nacimiento y no sobreviven mas all4 de los dos afios de vida, aunque se han

descrito formas menos severas con supervivencia superior incluso a los 10 afios*’.
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