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RESUMEN.

De acuerdo a la investigacién realizada se tiene que las enfermedades oca
sionadas por depdsito de lipidos en células del Sistema Nervioso y de otros or
ganos es debida a una deficiencia a nivel lisosomal para producir enzimas con
actividad normal que degradan el sustrato especifico, y como consecuencia se -
acumulan los lipidos dentro de lisosomas; por lo que pueden distinguirse siete

esfingolipidosis principales:

Enfermedad de Gaucher por deficiencia de glucocerebrosidasa

Enfermedad de Niemann-Pick por deficiencia de esfingomielinasa

Gangliosidosis (GMI) por deficiencia de beta-galactosidasa A y B

Gangliosidosis (GHZ)' enefermedad de Tay-Sachs por deficiencia de hexo-
saminidasa A v B
— Leucodistrofia Metacromitica por deficiencia de arilsulfatasa A

Enfermedad de Fabry por deficiencia de alfa-galactosidasa

Enfermedad de Krabbe por deficiencia de galactosilceramida-beta-galacto

sidasa.

El estudio de cada una de ellas se deriva de las investigaciones realiza-
das inicialmente en la enfermedad de Gaucher, en donde no fué facil identifi——
car a la enzima que provocaba el problema y ademds establecer el diagndstico -
diferencial. _Sin embargo, hasta el momento es la enfermedad (provocada por al
macén de 1lipidos) mis estudiada, por lo que se ha podido establecer que son -
tres los tipos dentro de ésta enfermedad, apareciendo las manifestaciones cli-
nicas desde la infancia, teniendo un progreso mds répido los Tipos 2 y 3, con
un promedio de vida que no rebasa la infancia; encontréndose lo contrario en -
el Tipo 1, pues mientras no existan complicaciones con otros Grganos es posi——
ble la sobrevivencia inclusive hasta la edad adulta y donde es recomendable la
prdctica de espleuectomfa. En los tres casos existe dafio minimo a nivel de -~
Sistema Nervioso, el cual puede pasar sin trascendencia, pues no desarrolla al
teracién neuroldgica.. El almacén de glucocerebrésidos principalmente en macr
fagos permite caracterizar la célula de Gaucher que ayuda al diagnéstico de la
enfermedad.

La segunda enfermedad estudiada es la de Niemann-Pick, que presenta aciimy



mulo de esfingomielina, Se conocen cinco Tipos de enfermedad; dentro de los
cuales existe en los Tipos: A, C y D dafio neuroldgico y en los dos restantes -
esto no aparece, Aunque en los cinco existe la caracteristica de presentarse
células espumosas en médula &sea y sistema fagocftico mononuclear. La caracte
ristica diferencial que se tenfa era la aparicifén de una mancha rojo-cereza en
el fondo del ojo, como consecuencia del dafio al epitelio y no al almacén de 1%
pidos; pero 8sta no es exclusiva de la E.N.P.

Debido a que la esfingomielina es una sustancia importante en el Sistema
Nervioso, se tiene gue el dafio ocasionado es irreversible, aunque se plantea -
que existe el efecto del colesterol hacia la enzima esfingomielinasa provocan-
do la inhibicibén de la funcién enzimftica. La célula de Niemann-Pick se pre-
senta como caracter{stica diferencial de la enfermedad.

La Gangliosidosis afecta principalmente neuronas, Para su estudio se di-~
vide en:

- 011 Tipo 1: Gangliosidosis Infantil
- GNl Tipo 2: Gangliosidosis Juvenil

- GMZ Tipo 1: Enfermedad de Tay~Sachs
- GHZ Tipo 2: Enfermedad de Sandhoff

- GMZ Tipo 3: Juvenil

Caracterizéindose todas por presentar alteracién en Sistema Nerviosos y --
Oseo; aunque puede aparecer dafio generalizadd en otros &rganos., De auverdo al
Tipo de enfermedad que se presente, es el periSdo de vida de los pacientes. -
La neurona presenta cuerpos citoplasméticos membr: como ia de

1a acumulacién de ganglidsidos, que ayudan a la identificacién de la enferme——
dad; asf como desmielinizacién en la GH2 con aparicién de mancha rojo-cereza -
en el fondo del ojo. La muerte se produce generalmente por bronconeumonia.
En la Sulfatidosis se observa pérdida de mielina en nervios periféricos y

SNC; presenténdose tres tipos de esta enfermedad:

- Leucodistrofia Metacromitica Infantil Tardia

- Leucodistrofia Metacromitica Juvenil

- Leucodistrofia Metacromftica Adulta

El acfimulo de material metacromftico procedente de lipidos &cidos (sulfd-



tidos) causa la metacromasia que se presenta en las c&lulas afectadas. Existe
deterioro neuroldgico progresive y la muerte sobreviene m&ximo en el periddo ~
adulto joven. B

La enfermedad de Fabry presents depSsitos de galactosil-galactoailgluco—
silceramida especialmente en c&lulas de riién, pero también se observan en ner
vios periféricos y centrales que ocasiona sfntomas neuroldgicos. Las lesiones
cuténeas es otra caracteristica; as{ como afeccibn del sistema circulatorio, -
Esta enfermedad es poco comiin, predominando en mujeres., El perifdo de vida se
puede prolongar hasta los 50 aios.

En 1a enfermedada de Krahbbe, se presenta acfimulo de galactosilceramida -~
(procedente de la mielina catabolizada) por la escacez de enzima, Los cambios
patolégicos importantes estdn limitados al Sistema Nervioso. Existe deficien-
cia de miglinn. Los pacientes no sobreviven mis de los dos primeros afios de ~
vida. Es la enfermedad m&s rara que se conoce y en realidad es la menos estu-
diada.

La elaboracin de una adecuada historia clfinica, es de suma importancia ,
pues la hepatoesplenomegalia, afecciSn del sistema nervioso y otros, va marcan
do la pauta aunque no definitiva para poder realizar pruebas que ayuden al —
diagnéstico. Dentro de estas pruebas se tienen varias que no se manejan en el
labaratorio clinico de rutina, pues estdn orientadas hacia hospitales. Sin em
bargo, la determinacibn de bilirrubinss, colesterol, creatinina, anflisis de -
sediemnto urinario, fosfatasa &cida son pruebas suxiliares que si se pueden —
realizar a nivel clfnico, considerando que son complementarias y no definiti-—
vas como para dar un diagnéstico certero::

Las técnicas de tincidn para diferenciar cads una de las enfermedades es
de gran valor, pues se ha podido establecer un cuadro diferencial (ver Tabla 7)
aunque este andlisis es cualitativo es de gran aynda; sélo que se debe tomar -
en cuenta que es necesario tener habilidad para 1a toma de biopsias y estudio
de las mismas, ya que en ocasiones se maneja la microscopfa electrdnica,

Sin embargo, el manejo de té&cnicas enzimBticas es ms recomendable por su
alta especificidad, pues se estudia el comportamiento de la enzima sobre el -
sustrato gque debe marcarse previamente, que se pued pr ar problemas ~
respecto al manejo de dicha prueba, ya que la sensibilidad de las enzimas 8 ~
cambios de temperatura o sustratos mal marcados condiciona a tener errores en
la determinacidn, Debiendo considerar que el uso de sustratos naturales es —




més recomendable en comparacibn con los artificiales; no obstante, &stos filti~
mos se usan en forma cotidiana con excepcién de.la enfermedad de Krabbe donde

hasta el momento se sigue estudiando la sustancia que podrfa servir como sus—
trato, Hay que recordar que los ensayos con sustratos cromogénicos o fluorogé
nicos en general, son procedimientos diffciles de seguir y requieren el uso de
equipo especial,

Tambi&n se puede contar con el empleo de té&cnicas cromatogréficas ya sea
en placa o por intercambio iSnico, debido a que se presentan en algunas enfer—
medades 1soebn21mns, para lo cual se facilita el empleo de este método, que pue
de ser semicuantitativo, ApoyAndose en la utilizacién de electroforesis tam—
bién se obtienen resultados satisfactorios.

Por otro lado, se tiene que el estudio de dichas enfermedades se presenta ’
principalmente en judfos; sin embargo, la distribucisn actualmente se encuentra
por todo el mundo, inclusive en México, aunque no se puede considerar una enfer
medad comin en nuestro pafs se han estudiad.o principalmente: enfermedad d.e Gau
cher, Niemann-Pick y Gangliosidosis, aplicando ensayos enzimiticos con sustra—
‘tos fluoreg&nicos (4-1netilumbellifer11-2—desoxi—beta-D-glucopiranﬁsido). El nfi
mero de pacientes estudiados fué aprox. 2,000; aunque el estudio se realizé con
fines solamente demostrativos, pues no se estdn aplicando té&cnicas terapefiti—
cas hasta el momento, dicho estudio se efectus en el "Centro Médico La Raza".



INTRODUCCION.

El concepto de enfermcdades por depSsito lisosomal comprende mfs de 25'
trastornos diferentes con caracterfsticas bioquimicas propias, No son muy fre
cuentes, pero revisten gran interés conceptual, al tiempo que la deteccién de
la enfermedad abre posibilidades terapduticas futuras muy interesantes [30].

Los lisosomas son organelos intracitoplasmiticos que enclerran un ambien-
te &cido; contienen enzimas hidrolfticas que degradan las macromoléculas ya -~
utilizadas, en relacidén con el ‘recanbio normal de los tejidos [16].

Las vacuolas citoplasmiticas que contienen el sustrato (material que debe
ser degradado) se funde con los lisosomas, dando lugar a lo que se denomina -
"isosomas secundarios". De esta forma, la célula estd fuera del alcance de
los citados sistemas hidroliticos; pero los materiales producidos por la acti-
vidad 1isosbmica vuelven al citoplasma celular para ser reutilizados por €1 -
{16, 30, 58].-

Cuando existe deficiencia genética en alguna de las enzimas lisosbmicas,
los lisosomas secundarios siguen creciendo por la llegada de nuevo material, -
que al no poder ser degradade normalmente,se acumula en ellos, dando lugar a
1a enfermedad por depSsito lisosomal [44].

Las enfermedades lisosSmicas por depSsito incluyen a la mayoria de tras—
tornos por depSsito de lipidos denominados: mucopolisacaridosis; mucolipidosis;
fosfolipidosis; esfingolipidosis; enfermedades por depsito de glucoproteinas,
y otras [23, 44].

Las esfingolipidosis figuran entre las enfermedades mis frecuentes y me-
jor conocidas; en ellas se piensa cuando se habla de sobrecarga lipidica. Los
.grandes pilares dentro de las enfermedades lisosdmicas por depdsito han sido:
1la Enfermedad de Gaucher, por sob.recarga de glucocerebrésidos; la Enfermedad -
de Niemann-Pick, por sobrecarga de esfingomielinas y la Enfermedad de Tay-Sachs
por sobrecarga de ganglidsidos., Se ha comprendido mal durante mucho tiempo el
por qué se observa la mancha rojo-cereza en el fondo del ojo de un cierto nfime
ro de perscnas que padecfan la cnfei‘medad de Tay-Sachs o de Niemann-Pick, sien
do muy frecuentes particularmente entre un determinado grupo de judios, e igng
rando que este signo obedecfa a una atrofia macular y no a la sobrecargn lipi-
dica misma; se ha supuesto que la enfermedud de Niemann-Pick serfa una forma -
generalizada de la enfermedad de Tay-Sachs,hipbtesis dificilmente aceptada al
existir dos tipos de materiaol bioquin;ico diferente [23].

...1..



Con el descubrimiento de Brady, del déficit de’glucocerebrésidasa en la -
enfermedad de Gaucher y de eafingomielinasa en la enfermedad de Niemann-Pick,
el giro enzimitico se habfa dado, debiendo individualizar las esfingolipidosis
en base a los datos clinicos; al material de sobrecarga y a las anomalfas enzi
miticas, Actualmente la lista de enfermedades se ha ampliado debiendo sefialar
a la Gangliosidosis, la Leucodistrofia Metacromitica y la Enfermedad de Fabry,

Debido a que la informacifn acerca de las esfingolipodistrofias se encuen

_traen forma aiglada, el presente texto di un enfoque mfis amplio sobre dichas
enfermedades; haciéndo &nfasis en la alteracién enzimitica especifica,asi como
las manifestaciones clinicas y pruebas de laboratorio diferenciales para la -
identificacién de cada enfermedad.

_.2_



"OBJETIVOS.

1. Mencionar las alteraciones metabblicas (enzimiticas) presentes en -~
las esfingolipidosis en estudio.

2. Diferenciar cada una de las enfermedades por la sintomatologfa carag
terfstica due presentan,

3. Bescribir las pruebns de laboratorio disponibles para detectar el ti
po de esfingolipidosis, asi como ventajas y desventajas de dichas prue~
bas.



1. GENERALIDADES

1.1 ESTRUCTURA Y FUNCION DE LOS LISOSOMAS.

Los lisosomas son organeios esenciales para la funcién celular; se encuen
tran dispersos en el citoplasma. Proporcionan un sistema digestivo intracelu—
lar que permite que la célula digiera y, por lo tanto, suprima sustancias y es
tructuras innecesarias, especialmente estructuras lesionadas o extrafias como -
las bacterias. Los lisosomas tienen 250-750 nm de difmetro, son rodeados por
una membrana unitaria. Estén llenos de gran nfimero de pequefios grénulos de 5-
8 nm de difimetro, que son agregados protefnicos de enzimas hidrolfticas (diges
tivas) y sctfian con méxima intensidad a pH &cido; el interior del lisosoma man
tiene un pH aproximado de 4.5, gracias a la bomba de protones dependiente del
Adenosintrifosfato (ATP), (1, 8].

Las enzimas lisosSmicas son glucoprotefnas que se sintetizan en el Reticu-
lo Endopldsmico Rugoso (RER) y se procesan conforme lo atraviezan; la adicidn
de residuos de manosa-6-fosfato es un proceso fundamental en esta via de sinte
sis, Los receptores de la manosa-6-fosfato se localizan en zonas especificas
del lisosoma, y fijan las enzimas marcadas coen dicha sustancia. A medida que -
se forma el nuevo organelo, las enzimas lisosfmicas se van incorporando [1].

Una enzima hidrolitica es capaz de desintegrar un compuesto orgfinico en —
dos o mis partes, combinando el hidrégeno de una molécula de agua con parte -
del compuesto, y la porcién OH de dicha molécule con el resto del mismo. La -
membrana que rodea al lisosoma evite que las enzimas hidrolfticas inclufdas en
&1, entren en contacto con otras sustancias de la célula, Sin embargo, diver-
sas situaciones en la c&luls pueden romper las membranas de algunos lisosomas
permitiendo la liberacién de enzimas, Estas enzimas luego desintegran sustan-—
cias orgdnicas con las cuales entran en contacto, transformindolas en sustan—
cias de molécula menor y muy difusibles [1, 9].

Los lisosomas primarios, corplisculos originales que se derivan del Apara-
to de Golgi, pueden fusionarse con otras vesfculas limitadas por membranas (va
cuolas) para formar lisosomas secundarios; 8stos contienen material que se de-

' riva del exterior de la célula a través de endocitosis o materjal intracelular
que incorporan por autofagia (Fig. 1). Los lisosomas, por’tanto, degradan ma—
cromoléculas ya utilizadas, en relacién con el recambio y remodelacién normal
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Fig. 1., Biologfa de los lisosomas.

1.2 BIOQUIMICA DE LOS ESFINGOLIPIDOS,

LIPIDOS.

Los 1fpidos son biomoléculas orginicas insolubles en agua, que
pueden extraerse de las c&lulas y tejidos mediante disolventes no polares. -
Existen diferentes famillas o clases de 1fpidos, pero las propiedades distinti
vas de todos ellos derivan de la naturaleza hidrocarbonada de la porcién prin—
cipal de su estructura. Siendo la clasificacién mfs satisfactoria, aquella -
que se basa en las estructuras de los esqueletos, teniendo:

LIPIDOS COMPLEJOS:

Que se caracterizan porque contienen Acidos grasos
como componentes unidos {por covalencia) a los esqueletos fundamentales., Son
saponificables.

LIPIDOS SIMPLES:

No contienen §cidos grasos y por tanto, no son saponifi
cables.

Aunque los &cidos grasos se encuentran en cantidades muy grandes como com
ponentes en las células y tejidos, en estado libre (no esterificado) aparccen
solamente trazas. Se han aislado aproximadamente 100 clases difercntes de dcl.
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dos grasos procedentes de diversos 1fpidos animales; vegetales y microorganis—
mos, Todos ellos poseen una cadena hidrocarbonada larga (saturada o insatura—
da), con un grupo carboxilo terminal (OOO)i). Pueden hacerse algunas generali-—
zaciones sobre los diferentes &cidos grasos; los mis abundantes posecen un nfi—
mero par de &tomos de carbono, con cadenas de longitudes comprendidas entre 14
y 22 Atomos, aunque predominana los de 16 y 18 &tomos de carbono [30, 50].
ESFINGOLIPIDOS.
: Los esfingolfpidos pertenecen al grupo de los lipidos com

plejos, sus componentes b&sicos caracterfsticos son:

- Una molécula de Bcido graso
~ Una molécula de esfingosina o uno de sus derivados

- Un grupo de cabeza polar

La esfingosina que constituye el sillar de construccidn caracteristico de
los esfingolfpidos,se forma a partir del palmitoil-CoA por la siguiente secﬁeg_
cia de reacciones enzimiticas; y el compuesto resultante que posee dos colas —
no polares se 1lama ceramida {(Fig. 2), que es la estructura originaria de to-
dos los esfingolIpidos [44]):

0
CHy 1CHy1e COOM + CHy~E-5-CoA— CH, 1CH 1o~ € ~S-Con
Ae Patmttier Avein-Co b Pelnltali~CrA
cHeon CHyOH cHeon
cn,(cn,»..c—s-cmm-c-m,-ll,_u.n-&m. S8 -Gy
porsitnii—coa doon f:o “r o c—on
boturine €rehe | 6rpe
Cwy b M,
B Peatiwrnstispeane Sehegeatsg

vap
Plareprotelen
raong

on
L NH ";N
-c-on = | ¥
H-g £50 [ H-C-on
H-C $§Haly Sallgmtiss setoimteme gy (Gup b £~ S -CoA + M- é

.E—u €Hy

(1=, 7% PPy Y

én, tatbattertisgorine )

Fig. 2. Formacidn de Esxfingosina y Ceramiﬁa.
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Al grupo ‘hidroxilo de la posicibén 1 de la base esfingosina (ver Fig. 2),
se unen diferentes grupos de cabeza polar, para formar la variedad de esfingo-

1fpidos existentes, (Fig. 3); [58]. a
9‘ . 0‘0—7-0
HO-P - 0-CHg CHg W (CHy)y o
'O éNz
p Coramide~ eoling— foatiireniorese - NH
Cerami¢e +HO-Pz0 = e
¢ cue H~-§-OH %:0
b" f-“ «?u,»,.
7 Citesine ‘w. dny
L] ] Estingomisling
™)
COP -Celine
Haa O i
h (] oN o
-»
» "
- L]
Coramide + O=P~0 -P-0-Cip 'D' ”J 2 o
sﬁ : Veasite ) H-&-om é:
L] M= (CHghiq
- cl
UOP . glvsese (CHglp
CHy

Qlucecersbrdnide
Fig. 3. Formacibn de diferentea Esfingolfpidos
(Esfingomielina y Glucocerebr§sido).

Los esfingolfpidos &on componentes importantes de las membranas de célu—
las vegetales y animales, encontréndose grandes cantidades en los siguientes -
tejidos: NERVIOSO; donde la membrana de mielina que rodea ciertos nervios pue
de llegar a contener hasta 75% de 1fpidos, y CEREBRAL, S6lo existen ' trazas -
en las grasas de depdsito [44, 58], '

ESFINGOMIELINAS.

Son los esfingolfpidos mAs abundantes en los tejidos ani
males superiores, contienen: fosforil-etanolamina o fosforil-colina como gru—
pos de cabeza polar esterificados al grupo hidroxilo 1 de la ceramida (Fig. 3)
[s8}. -7-



GLUCQESFINGOLIPIDOS NEUTROS.

Son una segunda clase de esfingolipidos con
uno 0 mas restos de aziicar neutro como grupos de cabeza polar y que no poseen,
por tanto, carga eléctrica. Los mis sencillos son los cercbrésides, que con--
tienen como grupo de cabeza polar un monosacdrido unido mediante enlace beta-
glucosidico al grupo hidroxilo de la ceramida (Fig. 3). Los cerebrésidos del
cerebro y del sistema nervioso contienen D-galactosa y por elle reciben el nom
bre de galactocerebrésidos; estdn presentes aunque en cantidades mucho menores
en tejidos no neuronales; debido a que generalmente contienen B-glucosa en lu-
gar de D-galactosa, reciben el nombre de glucocerebrdsidos {58].

Los ésteres sulfiricos de los galactocerebrdsidos (en la posicién 3 de la
D~galactosa) se encuentran también prescntes en el tejido cerebral, y reciben
el nombre de sulf§tidos. Los cerebr@sidos y sulfitidos contienen dcidos gra-—-
sos, normalmente de 22 a 26 &tomos de carbomo [S8].

Los glucoesfingoiipidos que poseen disacdridos como cabeza polar se lla—-
man dihexdsidos, conociéndese rambién trihexésidos y tetrahexfsidos, que con—-
tienen tri- y tetra-sacdridos respectivamente., Existiendo varias clases de =~
glucoesfingolipidos neutros, siendo los principales los que a continuacidén se
encuentran en la Tabla 1, [S8].

Tabia 1. Clases principales de Esfingolipidos.

Los glucoesfingolipidos neutros son componentes importantes de la superfi
cie celular de los tejidos animales. Las colas no polares penetran en la es—-
tructura de 1a bicapa lipidica de las membranas celulares, mientras que las ca
bezas polares emergen al exterior de la superficie. Algunos de los esfingali-
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pidos se encuentran en la superficie de los eritrocitos, confiriéndoles especi

ficidad de grupo sanguineo {44].

GLUCOESFINGOLIPIDOS ACIDOS.

El tercer grupo de los esfingolfpidos, el —
mis complejo, estd integrado por ganglidsidos. En sus grupos de cabeza polisa
cArida contienen uno o mds restos de Acido sidlico, lo cual confiere a la cabe
za polar una carga negativa neta [58].

El 4dcido sidlico que comunmente se encuentra en los ganglidsidos humanos

es el N-acetilneuraminico (Fig. 4).

FOOH
0 H=C=0
E He C-NH-C-CH,
S Ho-Gh O
Sy HO-C-H
0 HO-C-H 0 (l:
H é H—?-OH
] o CHyOH
H-?—OH
CH,0H
Acido N-acetilneuraminico N-acetil-D-galactosamina
(NANA) (GalNAc).

Fig. 4. Estructura de dos restos de Ac. sidlico.

Los gangliésidos abundan en la materia gris del cerebro, donde constitu~
yen el 6% de los lipidos totales, pero también se encuentran en distintos teji
dos nerviosos, Se han identificado 20 tipos diferentes de ganglifsidos, que
difieren el nimero y posiciones relativas de los restos de hexosa y Acido sié~
lico, y en los cuales se basa su clasificacidn (Tabla 2); casi todos los gan—-
glidsidos conocidos posecen un resto de glucosa unido a una ceramida mediante -
enlaces glucosidicos, se encuentran también restos de D-galactosa y GalNAc,
[44, 58].
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Tabla 2, Estructura de algunos Ganglidsidos.

Nota: El numeral del subindice es 5n, donde n es el niimero de

restos de azilicar neutros.

1.3 FUNCION DE LOS GLUCOESFINGOLIPIDOS.

Actualmente se ha prestado atencién a la bioquimica de los esfingelipi~
dos. Aunque son constituyentes menores de las membranas, revisten gran impor=-
tancia en cierto nfimero de funciones especializadas {16},

La esfingosina se forms en el cerebro a partir del acido palmitico y pue-
de ser acilads para formar ceramida, Entonces puede formarse: cerebrdsidos, -
glucoesfingolipidos y ganglidsidos por agregado de algin hidrato de carbono, =
En el cerebro adulto el 90% de los cerebrdsidos se encuentran en la mielina, -
mientras que los ganglidsidos predominan en las neuronas, tambifn se encuentran
en las membhranas de las células gliales y por ser abundantes en extremidades -
nerviosas, es posible que actfien en la transmisidn de impulsos nerviosos a tra
vés de la sinapsis. Se encuentran presentes en centros receptores de acetil--
colina y otras sustancias neurotransmisoras [58).

La sintesis de cerebrdsidos y sulfdtidos es mis activa durante la mielini
zacién del sistema nervioso en desarrollo., La concentracifn total de ganglési
dos en el cerebro se duplica entre el momento del nacimiento y la madurez, tam
bién varfan considerablemente las concentraciones de ganrgliSsidos especificos
{87},
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Algunos glucoesfingolipidos de la superficie celular se hallan relaciona-
dos no solamente con la especificidad del grupo sanguineo, pues las proteinas
de dichos grupos contienen cadenas laterales oligosacdridas con restos de L-
fructosa, D-glucosa, GalNAc y también con la de 6rganos y tejidos, Las célu-
las cancerosas, por ejemplo, poseen glucoesfingolfpidos caracteristicos que son
diferentes de los de las células normales. Debido a esto existen diferentes -
enfermedades provocadas por carencias enzimiticas, que provecan la acumulacidn
de diferentes esfingolipidos [16, 58, 87].

1.4 RELACION ENTRE ALTERACION LISOSOMAL Y
DEGRADACION DE ESFINGOLIPIDOS.

Existen deficiencias hereditarias en enzimas de degradacién localizadas
en los lisosomas, de manera que se acumulan 1fipidos en concentraciones anorma-—
les en el interior de las células, principalmente neuronas [16].

La caracteristica principal de todas las enfermedades por almacenamicnto
de lipidos consiste en la disminucidén o ausencia total de una enzima hidroliti
ca especifica necesaria para el catabolismo de un lipido que aparece durante -
el proceso normal de reposicidn de células y tejidos. Se sabe que el grado de
déficit enzimitico es parecido en todos los 6rganos y células del paciente; -
pues dichas células al cultivarse in vitro presentan un déficit enzimitico pro
porcional al de los 8rganos y tejidos del paciente del que se obtuvieron las
células, Por lo tanto, la deteccién de alteraciones enzimiticas especificas ~
de las esfingolipidosis es absolutamente necesaria para su tratamiento [98].

1.5 SISTEMA NERVIOSO,

El Sistema Nervioso posee millones de neuronas colocadas unas con otras

en forma sumamente compleja, pero ordenada. La neurona manda el mensasje, ini-

ciado y propagado por f fisicoquimicos, bajo forma de un impulso eléc-

trico que recorre la fibra eferente (cilindréeje). La neurona misma recibe im

pulsos o mensajes de otras neuronas mediante prolengaciones cortas (dendritas),

que establecen contacto con los cilindroejes de otras neuronas., Evidentemente.

puesto que los mensajes se transmiten bajo forma de impulsos eléctricos a las
_11...



fibras de conduccién o cilindroejes, estos deben estar aislados unos de otros,
Este aislamento se consigue con una sustancia grasosa blanca (mielina) que ro-
dea cada fibra, Ciertas partes del Sistema Nervioso Central y casi todos los
nervios periféricos estin formados principalmente por fibras mielinizadas, y -
esta gran cantidad de mielina comunica a dichas regiones y estructuras un co-
lor blanco (materia blanca). Algunos nervios, por ejemple, las fibras del sim
pético y paresimpético, carecen de mielina. Las regiones del sistema nervioso
donde se encuentra un gran nimero de neuronas tiene un color grisdceo (materia
gris); es el caso de la corteza cerebral y de algunos nicleos, por ejemplo, -
los basales [62, 87].

1.6 ESTRUCTURA DE SOSTEN DEL SISTEMA NERVIOSO.

Las células nerviosas (neuronas), sus dendritas y sus cilindroejes mieli-
nizados, son soportados por varias células y estructuras. En todo del sistema
nervioso, existe una armazdn nutritiva formada por vasos capilares finos, cu-~
biertos por prolongaciones muy finas de las leptomeninges, existiendo un espa-
cio microscépico(espacio de Virchow-Robin) alrededor de estos pequefios vasos =
{623.

Alrededor de esta armazén, algunas células especiales, denominadas astro-
citos, forman una red muy compleja que sostiene las neuronas y las fija a los
vasos sanguineos. Existen dos tipos de astrocitos: los astrocitos protoplas-~
maticos, que tienen ramificaciones numerosas que se introducen entre las neu-
roas, y estdn unidos 8 los vascs capilares por "pies perivasculares" termina-
les. Los astrocitos protoplasmiticos se encuentran casi exclusivamente en la
materia gris. Por otro lado, se encuentran en la materia blanca astrocitos fi
brosos o fibrilares, cuyas prolongaciones se intercalan entre las fibras mieli
nizadas hasta establecer ;:onta:to con los capilares. Las prolongaciones de los
astrocitos fibrilares difieren de los de la variedad protoplasmitica en que -
son mis largas, presentan menos ramificaciones y contienen fibrillas finas [62].

La oligodendrogiia estd formada por células mucho mds pequefias, con las -
prolongaciones més cortas y menos numerosas que en el caso de los astrocitos.
Este tejido se encuentra tanto en la materia gris como en la blanca. En esta
filtima, suelen presentarse como hileras entre las fibras mielinizadas a lo -
largo de los capilares. En la materia gris, la oligodendroglia con frecuencia
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rodea a las neuronas, y los capilares, y sus células se denominan "satélites
perineuronales" [62].

Las células de microglia son pequeiias células fagociticas con nicleos -
irregulares. Probablemente provienen de la piamadre que rodea a los capiiares
y la corteza cerebral. En conjunto, los tres tipos de “"células de sostén": as
trocitos, oligodendrocitos y microgliocitos, se denominan "neuroglia"; pero -
ucabamos de ver que la microgifa difiere del resto del tejido por su origen me
senquimatoso. Al igual que otras estructuras nerviosas con excepcidn de las me
ninges, los vasos sanguineos y la microglia, los astrocitos y‘oligodendrocicos
tienen origen ectodérmico. En la materia gris la microglia tiende a formar sa
télites perinucleares, aunque estas células no sean tan numerosas como las de
oligodendroglia. Las células de microglia son las células de "limpia" o "ms--—
créfagos" del sistema nervioso. Cuando el tejido nervioso lesionado se degene
ra, las células de microglia aumentan de nimero y tamafio en la zona correspon—
diente, y su citoplasma se hincha y aclara; en esta etapa se denominan "c&lu-
las de fagocitosis” o "corplisculos granulosos compuestos" {62].
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2, ENFERMEDADES LISOSOMICAS POR
DEPOSITO DE ESFINGOLIPIDOS

2.1 ENFERMEDAD DE GAUCHER.

2.1.1 HISTORTA.

La enfermedad de Caucher fue la primera esfingolipidosis iden
tificada como entidad clinice especifica, y en la cual la quimica del lipide -
acumulado fue correctamente identificada. El proceso de la enfermedad fue des
crito por Phillipe C.E. Gaucher, quien lo considerd un epiteloma esplénico que
provocaba la aparicidn de signos en otros tejidos: un bazo con grandes células
pélidas que reemplazoban la pulpa esplénica, [7].

Bovaird (1900) encontrd células similares en el higado, bazo y néduloes in
fitices, perc no la considerd como un problema neopldsico. Brill, Menlebaum y
Libman (1905}, reconocieron la casi constante afectacién del sistema Gseo y sus
tituyeron el término errdneo de “esplenomegalis idiopitica primaria, por el de
“"enfermedad de Gaucher" (1913). Marchard (1907), atribuyd las células agranda-
das y pdlidas 2 una sustancia extraiia, mds tarde identificada por Epstein (1924)
y Lieb (1929), como cerasina (un galactocerebrfsido). También Halliday, Devel,
Tragerman y Ward (1940) encontraron que los cerebrésidos celulares pueden ser
glucocerebrfsidos, hecho que confirmsron posteriormente otros investigndores.—
Oberling y Woringer {(1927), sefialaron que en los nifios la enfermedad de Gaucher
afercta a casi todos los Grganos y suele ser fatal, A partir de los estudios
realizados scbre etiologfa y patogenia de la enfermedad se establecieron diver
sos conceptos de gran importancia que se han aplicado a las demds enfermedades
por depdsito de lipidos {16, 97].

2,1.2 DEFINICION,

La enfermedad de Gaucher (E.G.), es un desorden familiar -
relativamente comiin, caracterizada por la acumulacién anormal de glucocerebrg~
sidos en células reticuloendoteliales, debido a una deficiencia especifica en
la actividad de la glucoceramida-beta-glucosidasa también denominada: glucoce~
rebrosidasa, una hidrolasa Acida que se encuentra en los lisosomas [971.

La enfermedad de Gaucher ha sido dividida en 3 formas clinicas’
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- Tipo 1 : Forma Crénica no newropitica o Forma Adulta
- Tipo 2 : Forma Aguda neuropdtica o Forma Infantil
- Tipo 3 : Forma Subaguda neuropitica o Forma Juvenil [16, 97},

2,1.3  PATOFISIOLOGIA.
Origen de los glucocerebrésidos acumulados.

Los cerebrdsidos son compuestos que contienen cantidades equimolares de -
esfingosina, &cido graso y hexosa., En el cerebro la hexosa componente es una
galactosa, y los galactocercbrdsdios forman una parte esencial de la mielina -
en la materia blanca. En tejidos ajenos al cerebro, exceptuando al riibn, -
précticamente todas las pequeiias cantidades de cerebrdsidos presentes contienen
sblo glucosa. Estos glucocerebrésidos surgen principalmente de la degradacidn
de esfingolipidos mis complejos; una fuente importante surge de la destruccidn
normal de leucocitos y eritrocitos. Los glucocerebrdsidos constituyen entre -
0.1 y 0.2% del peso seco del bazo normal; en la E.G,, esta proporcidn puede al
canzar hasta 4% |4, 16, 97].

Sc postularon algunas hipStesis para descubrir la etiologia de la E.G.; -

estas hipbtesis atribuyen la enfermedad a:

-~ Alteracidn del metabolismo de los hidratos de carbono.
- Exceso de produccidn de glucocerebrésidos en los tejidos,
-~ Déficit de la enzima necesaria para la degradacidn de los glucocerebrbsi-

dos.

Pick (1933), supone que existe una perturbacidn general del metabolismo -
intermediario lipfidico que afecta a los cerebrésdios, a consecuencia de lo cual
se acumulan en el suero, originando infiltracidn y depdsito secundario en las
cé&lulas del reticulo de Srganos viscerales, Esta hipltesis no estd de acuerdo
con las condiciones reales. En el suero de los pacientes con E.G, y en el -
suero normal, s8lo hay indicios de cerehrdsidos y los eritrocitos no contienen
mis cerebrbsidos que los de las personas normales [16}.

Los estudios de Thannhauser; Trams y Brady, demostraron la inexactitud de
las dos primeras hipStesis. La alteracidn metabblica fue detectada por la si-
guiente serie de experimentos:
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Primero se sintetizaron glucocerebrsidos con radiocarbono CM en la frac
cién D-glucosa de la mol&cula [14], utilizando este material marcado como sus-
trato y demostrfndose en todos los tejidos del organismo una enzima que catali
za la hidrélisis de los glucocerebrési;ios segfin la reaccibn:

GLUCOCEREBROSIDO + AGUA —»  CERAMIDA + GLUCOSA
) glucocerebrosidasa

La actividad especifica mfixima de esta enzima se encuentra en tejidos es-
plénicos. El nivel medio de actividad de la enzima en muestras procedentes de
pacientes con la enfermedad Adulta de la E.G. era de s6lo 15% de la actividad
observada en los controles. Debe sefialarse que en pacientes adultos existe -
siempre actividad de glucocerebrosidasa aunque esta se encuentra disminufda, -
En las muestras de tejido esplénico de pacientes con la forma Infantil de la ~
enfermedad, la actividad glucocerebrosidasa es pricticamente nula [14].

La rapidez de progresidn de los signos y sfntomas de la E.G. se halla en
proporcién inversa a los nivelea de actividad glucocerebrosidasa. Los pacien-
tes con mayor actividad enzimitica muestran menor desarrollo de hepatoespleno-
megalia y afectacibn de wédula Ssea [16].

Los glucerebrfsidos que se acumulan en las células reticuloendoteliales
del bazo, higado y médula ﬁsea,l proceden de los catabolitos lipidicos de las
membranas de leucocitos y eritrocitos viejos. Los eritrocitos normalmente -
contienen glucocerebrdsidos y esfingoglucolfpidos neutrales tales como:

- Ceramida lactdsido : Cer-Glu-Gal
= Ceramida trihex§sido: Cer-Glu-Gal-Gal
- Globésido 1. Cer-Glu-Gal-Gal-Gal(NAc)

Algunos ganglifsidos o compuestos conteniendo: Acido-N-acetilneuramfnico
(NANA), son también originarios adicionales de glucocerebrfsidos en eritroci-
tos. Estos incluyen:

- Hemat6sido : Cer—-Glu-Gal-NANA
- Ganglidsido: Cer—Glu-Gal-N-acetilglucosamina—Gal-NANA

Las fuentes ya citadas no originan la totalidad de la acumulacién de glu-
cocerebrésidos en las neuronas de los individuos con la forma Infantil de la ~
E.G; siné que en estos pacientes, los glucocerebrSsidos proceden en gran parte
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de los ganglidsidos:

Monosialogangliésido (GM3): Cer-Glu—Gal-N-acetilgalactosamina-Gal

NANA

que son componentes normales de las células nerviosas. Estos ganglibsidos su-
fren una répida reposicién metab6lica durante el peribdo neonatal y disminuyen
su ritmo de reposicién con el tiempo., Los glucocerebrSsidos se acumulan en -
las neuronas de los afectos de la forma Infantil como resultado de un bloqueo
de la penfiltima reaccién del catabolismo de ganglidsidos [73].

Por otro lado, se tiene ql;e el lact8sido de ceramida es el mayor glucoli-
pido neutral de los leucocitos y se ha estimado que‘la mayorfa d(.e los glucoce-
rebrésidos surgen de la renovacién de éstos [112],

Los glucocerebrésidos también pueden surgir de la renovacibn de plaquetas
(estos elementos contienen los 4 oligosacAridos ceramida neutrales encontrados
‘en los eritrocitos, adem4s del hemat&sido), asf como de la renovacibn normal
de alglin tejido del cuerpo [15]. Plante&ndose la posibilidad de reutilizacién
de la porcidn glucocerebrdsido de estas molé&culas para la sintesis de homSlo-
gos superiores [2] que complica cualquier esfuerzo para estimular la cantidad
de glucocerebrésidos derivados de eatos tejidos [97].

Renovacidn de Glucolfpidos.

Tres aspectos de renovacifn de glucolipidos en sangre y Srganos tiene par
ticular importancia para la patogénesis de la E.G,:

~ El primero, es que s6lo una pequefia fracciSn de glucocerebrdsidos cata
bolizados cada dfa se acumula en los principales §rganos afectados.

= El segundo aspecto es concerniente a la causa del agrandamiento del hf
gado en pacientes E.G., pues el g'rado de agrandamiento puede ser de hasta 1 Kg.
La hepatoesplenomegalia es en parte un intento compensatorio por parte de es—
tos Srganos para proveer enzima adicional.

= El tercer punto se refiere al origen de glucocerebr§sidos en el cere-
bro de pacientes Tipo 2 y 3, pues &stos surgen del catabolismo de tetrahexosil
ganglidsidos tales como: _GHl (Cer-Glu—Gal(NANA)-Gal; y son el principal origen
de glucocerebrdsidos emn sistema nervioso. La principal localizacién de las
células de Gaucher en el cerebro estd en los sitios yuxtavasculares, y el ori-
gen de la célula de Gaucher perivascular en la enfermedad Tipo 2 es el resulta
do de la acumulaci6n local de glucocerebrSsidos transportados dentro de eritro
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citos o plasma. En pacientes con enfermedad Tipo 2 y 3, la solubilidad de glu
cocerebrésidos en ireas perivasculares del cerebro puede ser superada, provo~
cando pinocitosis y resultando la formacidn de una célula de Gaucher en éstas

dreas [97].
Célula de Gaucher.

La morfologia distintiva de la E.G., es la célula de Gaucher, que es redon
da (Fig. 5) o poliédrica (Fig. 6), con reticulo pidlido, didmetro de 20 a B0 mi
cras; contiene.un pequedio niicleo excéntrico y citoplasma espumoso, donde sc en
cuentra una red irregular de fibrillas, Estas células son capaces de fagocitar
eritrocitos; asi como célu.as polimorfonucleares (PMN) y plaquetas [83].

Con microscopio electrénico, las fibrillas se caracterizan por representar
tibulos o filamentos de glucocerebrdsidos contenidos dentro de lisosomas secun
darios teniendo una scla membrana limitando y consisten en estructuras tubula—
res cuyas medidas son: 200-600 % de dismetro. Cada estructura tubular estd -
compuesta por un paquete de 10 a 12 fibrillas de 30 ! de espesor cada una, po~
co a poco enrclladas en espiral a lo largo de un "eje", con una periodicidad ~

de 1,700 § aprox. [70].

Fig. 5. Célula de Gaucher redonda Fig., 6. Célula de Gaucher poligonal
con apariencia de esponja. con microvellosidades.
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Para confirmar el desarrollo de estructuras tubulares en los lisosomas
digestivos de células sanguineas fagocitadas dentro de macrdfagos, monocitos -
sanguineos ohtenidos de pacientes Gaucher y dos controles sanos fueron culti-
vados en un medio conteniendo eritrocitos desnaturalizados por calor. Una ho—
ra después de la incubacién, los monocitos de los pacientes mostraron fuerte
eritrofagocitosis y se describieron eritrocitos ingeridos en varios estados de
digestidn y degradacidén. Uno o dos dias despuds de cultivarlos, los monocitos
provenientes de pacientes se transformaron y desarrollaron una pequeia canti-
dad de estructuras tubulares, y capas diminutas en espesor de muchas vacuolas
fagociticas. En contraste, los monocitos cultivados de controles normales nun
ca produjeron alguna estructura tubular. Estos hechos indican claramente que
la fagocitosis de eritrocitos es un importante mecanismo para desarrollar la -
célula de Gaucher [83].

Por otro lado, se plantea la fagocitosis de estructuras extracelulares por

células de Gaucher; al existir ruptura de la membrana celular, algunas estruc
turas tubulares fueron encontradas fuera de las inclusiones, mitocondrias disg
minadas y otros organelos; estructuras tubulares mezcladas con fragmentos celu
lares o sustancias necréticas. Tales estructuras estaban ocasionalmente enro-
lladas con algunas microvellosidades de las células de Gaucher y ocupadas por
ellas dentro de las vacuolas fageciticas, aumentando las mitocondrias y la di-
latacidn del RER en células de Gaucher densamente cargadas, indicando cambios
de degeneracidn. Para confirmar este proceso fagocitice, fueron cultivados mo
nocitos adicionando en el medio estructuras tubulares., Desde 6 horas hasta 2
dias después de la incubaci6n, varias cantidades de estas estructuras fueron en
contradas por estar ingeridas dentro de fagolisosomas de monocitos provenientes
de pacientes y controles normales. En algunas inclusiones, las estructuras tu
bulares escaparon de la matriz citoplasmitica por medio de rompimiento de la -
membrana limitante. Dos dias después del cultivo, los monocitos fueron trans-
formados de macréfagos hasta células de Gaucher por un gran desarrollo de vacug
las fagociticas cargadas con numerosos tiibulos. Después de 3 dias de cultivo,
casi todus las células de Gaucher estdn degeneradas y muchas zonas blancas apa
recen cn las células, no obstante, un niémero pequefio de células de Gaucher -~
fueron observadas ingiriendo activamente estructuras tubulares liberadas por -
c@lulas de Gaucher destruidas, Después de 5 dias de cultivo, casi todas las -
células de Gaucher desaparecieron [70, 83].

A partir de estos descubrimientos, se concluye que la ingestidn {realizada
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por macrbfagos) de estructuras tubulares extracelulares liberadas de células -
dE.Caucher. probablemente por exocitosis o destruccidn celular, es otro meca—-
nismo para el desarrollo de las células de Gaucher. Este mecanismo es mucho -
mis evidente en los estados clinicos tardios de la E.G., cuando una gran canti
dad de cerubrésidos costd presente en el bazo y otros drganos [70, 83,

La evidencia de la activa fagocitosis o pinocitosis se localiza en el bor
de de la célula, y fragmentos de eritrocitos son visibles [recuentemente (Fig.
7). En algunas células puecde haber dos o mds nicleos. Las numerosas fibri--—
llas ondulantes son tefidas intensamente con Acido de Schiff o con Tricromo de
Mallory que colorea tejido conectivo [4].

Al ser las células de Gaucher macréfagos transformades, existe en conse--

cuencia una estrecha relacidn con otras células del sistema fagocitico mononu-

clear.

Fig. 7. Célula de Gaucher atacando a critrocitos de carncro

con proyecciones de pseuddpodos y rugosidades (Fagocitosis).

Los monocitos examinades por microscopia electrénica, muestran membranas
rugosas y contornos como colinas, lo cual permite a los investigadores distin-
guir entre éstas y otras células mononucleares. La superficie de los macréfa-
g0s se caracteriza por la presencia de varias salientes y colinas; la forma de
las células varia de acuerdo a las condiciones de estimulacidén. Mientras que
el tamaiio de las células de Gaucher es mucho mis grande que el de monocitos y
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macréfagos. La apariencia de proyecciones como vellosidades en algunas célu--
las puede reflejar la posici6én funcional de la célula. La célula de Gaucher en
el proceso de fagocitosis todavia posee una superficie irregular, mientras que
después de la terminacién de la fagocitosis, la membrana llega a encubrirse y
los cambios experimentados son similares a aquellos observados en macr&fagos
(pérdida de colinas normales adquiriendo la caracteristica de la superficie de
las células 1llenas), -[29, 88].

Efecto selectivo de los Glucocerebrésidos.

Estudios con macr&fagos cultivados sugieren que las células de Gaucher es
tdn involucradas en los procesos patolégicos que inducen dafio o muerte a célu-
las vecinas en diferentes tejidos, o por liberacidn de factores humorales deri
vados de macrdfagos o porque estas células dafian la actividad fagocitica [37],

Experimentalmente se han producido in vitro células de Gaucher, mediante
el empleo de un compuesto denominado: conduritol-epéxido (CBE), que es un inhj,
bidor especifico irreversible de la enzima lisosomal beta-glucosidasa en macrg
fagos peritoneales de ratén ha sido previamente estudiado [88]., El empleo de
CBE ha facilitado la obtencién de células de Gaucher para poder realizar estu~
dios tanto estructurales como ‘de produccién y liberacién de sustancias [37, 72].

Muy poco es sabido acerca de los efectos de la glucesilceramida (GLI) s0-
bre los macr&fagos: recientemente se han realizado varios experimentos para exa
minar dichos efectos. Los pardmetros de prueba han incluido la liberacién de
enzimas lisosomales (hexosaminidasas) y citoplasmiticas (LDH: Lactato-deshidro
genasa que es un indicative de dafio celular); asi como de una monocina gque es
un factor activador de linfocito (LAF), también designado Interleucina 1 (IL-1).
Asumiéndose que la sccrecién incrementada de LAF y enzimas lisosomales es debi
do al menos en parte a dafio celular [1, 25, 115].

El plasma de pacientes Gaucher contiene aprox. 10-15 microgramos de GLl/ml;
este mismo rango produce toxicidad en los cultivos, y se sabe que las células
de Gaucher pueden contener algunos cientos de microgramos de GLI' Biopsias de
higado y médula Gsea provenientes de pacientes, frecuentemente muestran eviden
cias de daho celular [25].

También se encuentra que GLl sinergizado con LPS induce la secrecién de
excesivas cantidades de LAF por macr&fagos humanos. La estimulacién combinada
proporciona, por lo tanto, un nueve método para obtener elevados niveles de LAF (93].
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La selectividad de GL1 por macréfagos puede derivarse de la capacidad de
estas células para enlazarse o absorber GLl. aunque el mecanismo no es conoci-—
do, se sabe que la glucosa presenta afinidad por el receptor manosa del macré-
fago. La posibilidad de que éste u otro receptor este involucrado en enlaces
o captacién de glucolipidos estd bajo investigacidn [96].

Teniendo que el aumento en la liberacibén de productos por macréfagos GLl
afectados puede participar en causar daio a higado y médula Ssea, incrementando
niveles de enzimas lisosomales [37, 69].

Por otro lado, se describe una asociacién entre la enfermedad de Gaucher
Tipo 1 y concentraciones reducidas en plasma total de Lipoproteina de baja den
sidad (LDL) y Lipoproteina de alta densidad (HDL), sugiriéndose que el acimulo
de GL1 en macréfagos puede estar asociado con anormalidades significativas en
el metabolismo de lipoproteinas [25].

También se tiene que las reducciones de colesterol en plasma estdn rela—-
cionadas inversamente en cuanto a la severidad clinica de la enfermedad. Pues
los niveles en plasma de Apolipoproteina B (Apo-B), la mayor proteina estructy
ral dentro de LDL y la Apolipoproteina A-I (Apo-I), el mayor componente de la
HDL estéin también reducidos. En general, la hipocolesterolemia previamente de
mostrada en un grupo de pacientes con E,G., proviene del incremento del catabo
lismo de ambas LDL y HDL [13].

Los resultados de estudios efectuados con 99-m-tecnetium (en el cual hay
incremento en la acumulacién de LDL en bazo y médula Gsea de pacientes Gaucher)
indican un incremento en la liberacidn de colesterol a partir de LDL por macr§
fagos; cuando éstos son recubiertos por cargas incrementadas de colesterol (1i
bre o esterificado) parece responder por sintesis y secretando Apo-E [38].

la Apo-E es un importante constituyente de las lipoproteinas del plasma en
humanos y animales, estd enlazada con alta afinidad hacia receptores sobre la
superficie de células del higado y extrahepdticas. Como resultada, algunas de
las lipoproteinas que contienen Apo-E son rédpidamente recogidas por el higado
(por medio de un proceso de endocitosis mediado por un receptor) y la Apo-E -
emerge desde el higado enlazada a fosfolipidos en forma de discos laminares.
En adicién a la Apo-E, éstos discos contienen Apo-A y son dirigidos hacia par-
ticulas HDL nacientes. Dentro de la circulacidn de Apo-E contenida en discos
se cree que son convertidos en estructuras esféricas pseudomicelares cuande la
lipoproteina es agrandada por insercidn de &ésteres de colesterol, los cuales -
son sintetizados en el plasma por la accién de LCAT (Lecitin- colesterol-acil
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transferasa). Proponiéndose que la Apo-E nuevamente secretada en combinacién
con los fosfolipidos y membranas celulares libres de colesterol y posiblemente
con pequeiias partfculas de HDL, forman HDL-Apo-E enriquecida [3].

Un modelo hipotético (Fig. 8) se propone para explicar que el colesterol
secretado surge a partir de la célula hepdtica, La Apo-E derivada de macréfago
sobre discos de fosfolipidos sirve para algunos propésitos:

~Abastercer de fosfolipidos que sirven como donadores de Acido graso para
la esterificacidn del colesterol secretado por medio de LCAT.

-Algunos de los fosfolipidos de los discos de Apo-E pueden transferirse
hacia HDL para permitir la expansidn de su superficie de manera que la
particula de HDL puede ordenar los ésteres de colesterol incrementados.

-La Apo-E puede transferirse hacia la particula de iDL, La adicién de -~
Apo-E y de ésteres de colesterol convierte la particula de HDI, en HlLc,
que es un lipoproteina rica en colestéril-éster; 1a cual es absorbida
por el higado que convierte el colesterol a &cidos biliares o lo excreta
como colesterol biliar., Este paso final en el proceso produce bajos ni—
veles de HDL en el plasma, a la vez que protege al macréfago de una sobre

carga de colesterol [3, 55].
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La explicacién con bases moleculares en las manifestaciones neurolégicas
(enfermedad Tipo 2 y 3) en cuanto a concentracién y composicidn de colesterol.
glucoesfingolipidos neutros y gangliSsidos se han examinado en cortes de cerebro
y cerebelo en algunos casos Tipo 2 y 3. El descubrimiento de glucoesfingosina
en el cerchro es de gran importancia, pues una acumulacién de esta sustancia -
en las neuronas de la E,G. puede conducir a su muerte y destruccién por neuro-—
fagia. los exdmenes neuropatoldgicos de cerebro Tipo 2 muestran Areas con -
pronunciada pérdida de células nerviosas; presencia de neurofagia; cé&lulas de
Gaucher cn distribucién perivascular pero también libres en tejido Eerehral. -
Los cambios estdn mds marcados en los estratos: piramidal y ganglionar Je la —
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corteza cerebral, el mecencéfalo y las células de Purkinje en el cerebro {73].

En casos Tipo 3, existe un pronunciado almacén intraneuronal, con caracte
risticas de tumefacci6n neuronal. En ambos tipos (2 y 3), ademis de la gluco-
silesfingosina existe acumulaci6n de glucosilceramida. Hay grandes diferencias
entre la acusulacibn entre los diferentes Tipos de 1a E.G., pero también entre
la corteza cerebelar y cerebelar del mismo tipo. En la corteza cerebral la -
concentracifn m&s grande se encuentra en los casos Tipo 2 (mfs fulminante); -
mientras que en la corteza cerebelar la mAs alta concentracibn de glucosilcera
mida ocurre en casos Tipo 3. . ﬁdemés se tiene que la glucosilesfingosina nunca
se ha detectado en cerebro humano normal o cerebelo. La concentraciSn de glu-
cosilesfingosina es mis alta en el Tipo 2; los resultados de lo anterior que—
dan indicados a continuacién (ver Tabla 3), [10].

CORTEZA CEREDRAL

CORTEZA CEREBELAR

CONTROLES: GLUCOSIL~: GLUCOSIL~ 3CONTROLES: GLUCOSIL -3 GLUCOSILES-

$CERAMIDA :ESEFINGOSINA: 1CERAMIDA :FINGOSINA
--------- pem—m———-y B
6-24 m. n=li: § 3 ] H H
5-20 a. n=% 1 nd : H ] 3
————————— gemm———-——y 3 H ]
II:1 H 377 H 8.8 1 1I:1 ¢ 133 H 12,3
1132 ] 130 H 4.3 H II:2 : 51 H 3.9
112 H S30 1 6.0 H II:3 450 H 10.0
II:14 3 140 H S.4 : I1:S 27¢ ] $.6
II:5 ] 150 ] 3.8 H ' H
IIIz1 H] 45 ] 2.2 s III:2 1 120 3 1.4
1I1:2 ' a8 : 0.8 1 III:3 132 ] 1.8
III:3 H 37 8 0.9 1 IIIi4 @ 89 H 4.1
IIIza [} 44 H 4.4 : III:é : 457 3 4.4
III:S ] 43 : 1.0 : ITIsg ¢ 1750 H 6,3
I11:6 s 65 H 0.8 s IXIsi3 3 305 s 6.1
III:® H & 3 1.0 H 3 H
III:13 42 H 4.6 3 H H

Tabla 3. Concentracién de Glucosilceramida y Glucosilesfingosina
en corteza cerebral y cerebelar de cerebros con E.G.,y
controles.

NOTA: W = meses; a = afios; p.h. = peso hiimedo.

Los resultados experimentales sugieren gque después de la esplenectomfa hay
acumulacibn acelerada de glucosilceramida en las células adventicias de peque—
fios vasos sanguineos en el cerebelo. Sin embargo, la glucosilceramida .no es —
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t6xica por si misma, un proceso de almacén dentro de células adventicias de los
pequeiios vasos sanguineos puede (junto con la a;:umulacwn de glucosilesfingosi
na) ser de importancia para el desarrollo de los disturbios y funcién intelec—
tual {10, 21].

Organos y Sistemas involucrados en la E.G.

~ Bazo:
El hiperesplenismo ocurre en casi todos los pacientes Tipo 1 y 3,
y es ususalmente sin dolor. Trombocitopenia, epistaxis, plirpura, infartos he-
morrégicos y otros episodios sanguinolentos pueden aparecer. El sangrado tien
de a ser respuesta hacia la esplenectomia, con una elevacidén en el niimero de -
plaquetas [97, 98],
~ Sistema LinfAtico:
Las células de Gaucher estdn frecuentemente presen—
‘tes en nédulos linfaticos, timo, placas de Peyer en el intestino y tonsilas fa
ringeas en niifios con E.G. Tipo 2 y 3.
- Hfgado y Rifiones:

Grupos de cé&lulas pueden rodear la zona central del
hfgado. HipertensiSn portal y hematémesis no son frecuentes, la ascitis es ra
ra. Las pruebas de funcionamiento hepitico son usualmente normales, aunque -
puede ocurrir disfuncidn en el hfgado, La ictericia no es una caracterfstica
de desorden primario, Las pruebas de funcionamiento renal son normales.[98].

= Huesos:

El esqueleto involucrado es de pacientes con Tipo 1 y 3, La
corteza del fémur estd expandida, dando al hueso un contorno de frasco Erlen—
meyer al examinar radiolégicamente. Moderada o severa artralgia, seguida de -
compresién o fractura en la regién de la articulacidn de la cadera. Involucran
do otros hucsos largos, falanges y costillas, aunque son menos frecuentes.

-~ Sistemas: Pulmonar y Cardiovascular:

Algunos nifios con E.G. tienen tos
productiva, dolor de pecho, neumonfa recurrente y dolor respiratorio, Las cé-
lufias de Gaucher estén presentes en los capilares alveolares y vasos linfati--—
cos en el pulmdn y pueden ser la base de la hipertensidén pulmonar. A nivel car
diaco es principalmente la forma de una pericarditis constrictiva lo cual es —
usualmente doloroso.
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— Sistema Nervioso:

Las células neuronales de la corteza calcdrea, ni——
cleos dentados, tallo cerebral y ganglios basales llegan a estar involucrados
en un proceso destructivo y un grado moderado de astrocitosis secundaria se ha
descritv. La mayoria de las neuronas aparecen arrugada; la neurofagia es pro~
minente en las capas profundas de la corteza y en el niicleo de ganglios basa-
les y tallo cerebral. El grado de desmielinizacidén varia; puede ser moderada-

mente severo en ciertas dreas y no tan evidente en otras regiones [97].

2.1.4 SINTOMATOLOGIA CLINICA.

Todos los pacientes en cualquiera de los 3 Ti-
pos de la E.G. presentan como consecuencia de la acumulacién de glucoesfingoli
pidos en macrdfagos del sistema fagocitico mononuclear la aparicién de hepato-
esplenomegalia, infiltracién y reemplazo de la médula §sea por macréfagos glu-
cnesfingolipidoé-cargadus, y las consecuencias hematolbgicas correspondientes
a ambas alteraciones. Incluyendo nddulos linfaticos agrandados; lesiones &seas;
presentdndose "células de Gaucher” en médula 6sea y casi siempre tienen un in-

cremento en la actividad de la fosfatasa dcida en suero (97],

Tipo 1: Forma Crdnica no neuropdtica o Adulta.

La ausencia de signos de -
complicacidn cerebral constituye la base para la clasificacién en la E.G. Tipo
1; la razén de que éstos pacientes no desarrollen sintomas neurolégicos se -
plantea como un sélo cambio en base a un gen que causa la enfermedad [53]. El
término "Adulto" en la E.G. es frecuentemente empleado, aunque las manifestacio
nes viscerales aparecen en la nifiez y el curso clinico puede no ser benigno. -
Presentéindose alteraciones como hepatoesplenomegalia y la presencia de células
de Gaucher en otros érganos: nédulos linfdticos, huesos y médula 6sea; no estan
do implicados otros drganos y especialmente el sistema nervioso. Los pacientes
no parecen enfermos y tienen mal aspecto solamente durante un ataque de dolor
éseo agudo con fiebre [97].

Inicialmente los niifios pueden no tener muchos problemas, pero conforme se
aproximan a los 13-19 afios de edad, el doler de piernas, brazos y espalda pue-
den ser severos, y estar acompaifiado por fiebre; asi como presentar algunas li-
mitaciones en el crecimiénto fisico. Algunos de estos pacientes pueden tener
distencién abdominal e hipotonicidad del intestino grueso, dificultades respi-
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ratoria, involucrando a los pulmones, que pueden predisponer hasta una neumo--—
nia, la cual es la causa mayor de muerte en pacientes jévenes. Algunos pacien
tes de edad madura tienen palidez amarilla y pigmentacidén café-amarilla difusa
sobre la cara y piernas. La naturaleza quimica del pigmento es de melanina. -
Los depdsitos de hemosiderina que se encuentran regularmente en los &rganos -~
afectados por la E.G., no causan pigmentacidn cuténea; también se sefiala fre——
cuente miopfa [9, 97},

Existe un decremento de plaquetas en el flujo sanguifneo, conduciendo a f&
cil contusién y algunas veces hacia una peligrosa tendencia hemorrdgica. Lige
ra anemia microcitica y leucopenia, son relativamente comunes. El hierro desa
parece ripidamente del plasma en estos individuos, pues la captacién de hierro
por los eritrocitos es baja, ya que éste es apartado del plasma y almacenado -
dentro de las células de Gaucher [4].

Las glandulas endécrinas no se afectan en la Forma Adulta. No se encuen-
tran células de Gaucher en la corriente sanguinea periférica, ni aumentan los
cerebr&sidos en el estroma de los eritrocitos. Se puede presentar trombocito-
penia y en la fase tardfa pancitopenia si la médula &sea va siendo reemplazada
por numerosas células de Gaucher. En estos casos se ha observado metaplasia -
mieloide; sus manifestaciones tardfas son las hemorragias petequiales, Las =~
epistaxis y sangrias por las membranas mucosas puede conducir a una anemia ter
minal. La esplenectomia estd indicada en los casos con trombocitopenia y leu-
copenia [4, 97].

Tipo 2: Forma Aguda neuropdtica o Infantil,

: La forma aguda del lactante
corresponde al grave déficit de la actividad enzimitica (beta-glucosidasa) con
un comienzo clinico a partir de los primeros meses de vida. Las anormalidades
del SNC son manifestadas primeramente por regresidén de la funciGn motora y es-
pasticidad. El dafic al sistema nervioso llega a aparecer entre el sexto y sép
timo mes de vida, pero algunos pacientes pueden estar anormales al poco tiempo
de haber nacido. Los signos neurolégicos incluyen estrabismo, hipertonicidad
muscular, retroflexién de la cabeza; pudiéndose presentar rigidez del cuello,
trismus, disfigia, estridor laringeal, hiperreflexia; algunos tienen ataques,-
elevado nivel de fosfatasa dcida en suero y de células de Gaucher en aspirados
deo médula 6sea. La caracterfstica patoldgica observada en el SNC, consiste en
acumulaciones perivasculares de células de Gaucher, provenientes de la materig
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blanca subcortical de la corteza cerebral y del cerebelo, téilamo y raramente -

del tallo cerebral {21, 49]. Por otro lado, también se presenta un abdomen pro
tuberante y hepatoesplenomegalia. Las prihcipulea causas de muerte son: anoxia
e infecciones pulmonares [41, 47).

Tipo 3: Forma Subaguda neuropitica o Juvenil,

Existe combinacién de la
forma Cr6nica con la lenta disfuncibn neurolSgica progresiva., Los pacientes -
presentan hepatoesplenomegalia, lestones y otras fallas de tipo Crénico que -
aparecen en la infancia o después., El desarrollo psicomotor es frecuentemente
normal durante el primer afio de vida, pero entre la edad de 5 aiios y la adoles
cencia aparecen los sfntomas neurolfgicos, Existe retraso mental, problemas -
de conducta, ataques, trismus, dificultad en la coordinacibn de movimientos, -
estrabismo en intervalos variantes. Se ha demostrado deficiencia de glucocere
brosidasa; otros glicol{pidos pueden estar al dos en bazo e hfgado, Esta
‘forma de enfermedad ha sido observada en adultos j6venes, y en pacientes de ——

edad da, cuyas edades eran 4l y 50 afios; quienes mostraron retraso men——

tal, ataques, temblores y problemas para caminar [42]).

Aunque generalmente todo lo descrito anteriormente aparece mfis réipido en
pacientes esplenectomizados, que en los que no lo estén, Sin embargo, el Tipo
3 no siempre es clinicamente claro para distinguirlo del Tipo 1. Por lo que -
deben crearse parfmetros bioquimicos capaces de diferenciar ambos tipos [4, 53,
97].

2,1,5 INCIDENCIA.

La enfermedad afecta ambos sexos en forma igual y se encue_x_x_‘
tra distribufda en todo el mundo. Se han reportado casos en Caucasianvg;. Ne-
gros y Orientales; pero una alta proporcidn de casos ocurre entre los judfos de
origen Ashenazic, donde la frecuencias es 30 veces mis que en las otras razas.-
En el Tipo 1 o Adulto, las manifestaciones clinicas pueden aparecer a cualquier
edad, el diagnéstico se ha hecho en los primeros meses de vida y alin después
de los 80 afios. La incidencia de este proceso ha sido estudiada en judfos, en
los que oscila entre 1/10,000 y 1/30,000 nacimientos. La enfermedad es compa-—
tible con una vida relativamente normal [97].

Pacientes con el Tipo 2 (Infantil) y 3 (juvenil), son menos comuncs., E1
Tipo 2, aunque raro, es mis prevalente en nifios dc descendencia no Jewis {66].
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2.1.6 PRONOSTICO.

En los 3 tipos de la E.G., ias manifestaciones clinicas -
aparecen en la Infancia, pero los Tipos 2 y 3 progresan mis rdpido que el Tipo
1. En este Gltimo no se ha determinado el promedio de vida de los pacientes,
pues lo finico que se ha visto es que mientras no existan complicaciones el pe-~
riédo de vida puede ser grande, sin embargo, se debe recordar que el curso de
la enfermedad es extremadamente variable y tiende a ser mis severo en nifios =
afectados, los cuales, en algunas ocasiones pueden presentar algunas alteracio
nes §seas cuando llegan a la adolescencia o como adultos jévenes. En el Tipo
2, la enfermedad es evidente a partir de los 3 meses de edad. Los nifios usual
mente mueren dentro de los dos primeros afios de vida. En el Tipo 3, aparecen
mis r§pidamente las manifestaciones clinicas en pacientes esplenectomizados que
en los que no lo estéin; esto va a influir para determinar el tiempo de vida,-
{3, 73, 98].

2.1.7 DIAGNOSTICO,

El diagndstico de la E.G., es bastante directo. Puede ha
cerse en base a la hepatoesplenomegalia y la presencia de "células de Gaucher"
en aspirados de médula &sea, o en biopsias de bazo e higado; consider&ndose el
desarrollo mental interrumpido. Asf como, la realizacibén de un diagnSstico di
ferencial cuando el paciente presente fractura patolSgica o tendencias hemorrs
gicas, trombocitopenia, leucopenia y monocitosis (en algunos casos), ancmia en
especial en niftos [62].

Una ayuda diagndstica de gran utilidad es el aumento de la fosfatasa &ci-
da en suero, con cifras de 2 a 6 veces mayores a las normales, faltando la inhi
biciSn por tartrato y observ&ndose una inhibici6n ligera con formaldehido, En '
ocasiones sc presenta liéeramente aumentada la reacciSn indirecta de la bilirru
bina. Los niveles de calcio y fosfato son normales. Los 1fpidos plasm&ticos,
generalemnte bajos (disminucién de las HDL), no suelen constitulr un dato espe
cifico y no ayudan al diagnéstico [11],

Ur procedimiento directo para la comprobacién del diagnbstico es el ensayo
cuantitativo de glucocerebrfsidos en tejido (bazo o hfgado). Los glucocerebrs
sidos son extraidos de tejidos por homogenizacién en una solucién cloroformo—
metanol 2:1; el extracto es saponificado con NaOH metanSlico, y los glicolfpi-
dos neutros son separados por cromatograffa en capa fina [i1.€62].

El diagnéstico mis simple es por medida de la actividad glucocerebrosida-
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sa en una preparacién de leucocitos lavados, obtenidos de una pequefia muestra
de sangre venosa. EL glucocerebrésido marcado con 4-metilumbelliferil-beta-D—
~glucopirandsido (Fig. 9), el sustrato mis seguro para medir los niveles de be
ta-glucosidasa en leucocitos, este sustrato artificial tiene la ventaja de sim
plificar, pero es menos confiable que la de sustratos naturales., La raz6n pa-
ra la discrepancia es que existe mAs de una Scido-beta-glucosidasa en los teji
dos [47].

O CHgOM
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CHy CHg
4-metilumbelliferil- -D-glucopirandsido (fluorescente)

Fig. 9. Reaccidn de fluorescencia utilizada en el
diagnSstico de la enfermedad de Gaucher.

Otro interesante fenbmeno es que la hidrélisis del glicolfpido natural es
siempre mis alta que la observada con gluc§sidos cromogénicos o fluorogénicos
f62].

Los pacientes Gaucher pueden ser diagnosticados con mayor exactitud por -
;edic16n de la actividad beta—glucocerebrosidasa en los grénulos subcelulares,
Es necesario que los grénulos de la cé&lula se conserven en refrigeracién des--
pués de la recoleccibn y conducit'los al laboratorio para el ensayo [97].

Los extractos de fibroblastos cultivados de piel son fitiles como material
de diagnéstico. [MC]-glucocerebrésido, es el sustrato de eleccibn para el en-
sayo de la actividad glucocerebrosidasa en las preparaciones., Los fibroblas——
tos cultivados son particularmente itiles, debido a que ellos contienen una -
elevada actividad glucocerebrosidasa y la enzima en estas células es estable -
en congelaciSn. Finalmente, un (itil sustrato cromogénico ha sido sintetizado
recientemente en el laboratorio: es el beta—glucSsido derivado del 2-hexadecil
amino-4-nitrofenol; este sustrato ha mostrado ser {itil en el diagnbstico de la
enfermedad con extractos de fibroblastos de piel, aunque se prefieren sustratos
naturales (971,
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2.2 ENFERMEDAD DE NIEMANN-PICK.

2.2.1 HISTORIA.

En 1914, A. Niemann, un pediftra alemfn, describid por prime
ra vez una afectacidn en un nifio de 17 meses que resultaba semejante a la en—--
fermedad de Gaucher Infantil, pero presentando distribucién difusa de grandes
células espumosas y pSlidas en todos los 8rganos. Pick (1927), diferencid &s-—
ta enfermedad clinica e histolSgicamente, de la E.G, Infantil, Boom y Kern -
(1927), encontraron un aumento en los fosfolipidos de ciertos Srganos viscera-
les de la enfermedad de Niemann-Pick. Klenk (1934) demostrS, sin embargo, que
el aumento de fosfolipidos en los 6rganos de un nifio era debido principalmente
a la acumulacién de un diaminofosfftido, concretasmente: esfingomielina. La en
fermedad de Niemann-Pick era considerada como una afeccién infantil fatal, ya
que todos los casos reportados murieron en el segundo afio de vida, Dusendschan
y Favarger (1945), describieron dog casos de enfermedad en hermanos de 29 y 30
afos, cuyo diagn6stico se comprobd en la autopsia [97],

2.2.2 DEFINICION,

Esta lipodistrofia se caracteriza por la acumulacibn de un
fosfoesfingolfpido (esfingomielina) en todo el organismo; debido a la deficien
cia de esfingomielinasa, una enzima que hidroliza la esfingomielina para obte-
ner ceramida y fosforilcolina. La enfermedad ha sido dividida en 5 categorfas
clinicas basadas en la rapidez de progresifn del proceso y en el grado de afec
taciSn del SNC:

- Tipo A: Forma Aguda neuropftica

- Tipo B: Forma Crénica sin involucrar el sistema nervioso
- Tipo C: Forma Crénica neuropitica

- Tipo D: Forma variante Nueva Escocia

~ Tipo D: Forma Adulta no neurophtica [97]. -

2,2.3 PATOFISIOLOGIA.
Origen de la esfingomielina acumulada.

La esfingomiclina es un 1lipido comiin constituyente de la membrana plasmi-
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tica, organelos subcelulares como: retfculo endoplésmico y mitocondrias de c&-
lulas mamfferas. Es también el 1ipido mayor de la vaina de mielina y del estro
ma de los eritrocitos; ya que después de la lecitina y fosfatidiletanolamina,-
1a esfingomielina es el fosfolfpido mis importante de la membrana de hematfes.
La esfingomiclina que se acumula en pacientes con enfermedad de Niemann-Pick -
(E.N.P.), surgeé del recambio ya sea de alguna célula o componente celular, da-
fando a las c&lulas ganglionares [7].

La acumulacién de esfingomielina es el resultado de fagocitosis de materia
les membranosos. El origen de'tal material es la formacién y modificacibén es-
tructural de mielira o de membranas plasmiticas de cflulas oligodendrogliales
en el curso para convertirse a mielina. Parece que la superficie de la cé&lula
ganglionar y el axolema de fibras nerviosas contienen o elaboran enzimas que -
inician una alteracibn de la superficie de células oligodendrogliales, Una ——
vez que este proceso ha empezado, y después de la pinocitosis y/o fagocitosis
vde sustancias tales como glucoproteinas y ganglibsidos; las reacciones metabd-
licas necesarias para la eliminacidn de la porcibn de la membrana no requieren
que ocurra la formacisn de mielina. Indicando lo anterior, un recambio local
de 1a esfingomielina contenida en elementos celulares del cerebro [11, 97].

C&lula de Niemann-Pick.

Las células de la E.N.P., son grandes, con apariencia espumosa, se -
encuentran por todo el sistema fagocitico mononuclear del paciente con la en-
fermedad. Estas c&lulas estfin diseminadas por el bazo, m&édula &sea, hfgado, -
pulmones y nbdulos-linfaticos. Las cflulas ganglionares sufren similar altera
cién patolSgica. Es féicil distinguir dichas células anormales por medio de mi
croscopia por contraste de fases 'o electrofotomicroscopio. El tamaiio de la c&
lula N.P., es de 20 hasta 90 micrSmetros de difimetro. El citoplasma est§ lle-
no de muchhs gotas, en preparaciones incoloras la célula de apariencia de "mo-—
ra". Las c&lulas usualmente contienen un s§lo nGicleo, aunque sc han reportado
algunas polinucleadas, También pueden contener un pigmento café ceruide (lipo—
fugcina), algunas son claras, algunas amarillo-p&lido, y otras café oscuro o —
verde olivo. Hay considerable variacidén en su cualidad tintorial cuando sec~-
ciones de tejido son tefiidas con hematoxilina y eosina, su rango de coloracién
va de gris-amarillo y verde-amarillo hasta café-amarillo. El material intrace
lular, el cual aparece con varias sombras azules ocasionalmente azul-verde en
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nédula _ﬁsea, da nacimiento al término "histiocitos azul-agua, pero tales cély
las no est&n limitadas a la E.N.P,, [40].
Las c&lulas espumosas tienen una configuraciSn histiocfitica normal con un
pequefio nicleo tfpico localizado concéntricamente en la célula, el citoplasma
contiene partfculas lipfdicas o citosomas lipfdicos, que son generalmente poli
wbrficas, con un rango de 1 hasta 5 micrémetros de diimetro. Las particulas -
usualmente consisten de figuras mielinicas laminadas concéntricamente con una
periodicidad de aprox. 50 f. l}ay focos ocasionales de nSdulos granulares ne—
gros sobre la superficie o incorporados entre las partfculas. Los citosomas -
1ipfdicos han sido descritos en monocitos de sangre periférica de pacientes con
E.N.P. Tipo D, pero &stas c&lulas no han sido encontradas en las otras formas
de esta enfermedad. En el organismo, las células reticuloendoteliales hephti-~
cas, esplénicas y de mfdula Ssea, se encuentran aumentadas de tamafio, repletas
de un compuesto lipidico y refrigente y de aspecto céreo, histolégicamente pre

sentan un aspecto espumoso y autofluorescencia uniforme (ver Figs. 10, 11 y 12)
[40].

Fig. 11. C&lula de almacenamiento
en frotis de médula 8sea,

Fig. 10, Células espumosas en alveSlos estd llena de esfingomie-
pulmonares en la E.N.P, lina.Cftop}asma mis fino,
(Hematoxilina~eosina). que la célula.de Gaucher.

(Coloracién de Wright).
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Fig. 12. E.N.P.C8lulas hinchadss y espumosas

del asta anterior de la médula espinal,

La alteracién se debe a un déficit enzimitico, explicéndose en base a la
serie de experimentos que 8 continuacidn se detalla: se sintetizd esfingomieli
na marcads en la porcibn colina de la moldcula con radiocarbono 166' La enzi~
ma se halla localizada principalmente en los lisosomas pero las mitocondrias y
los microsomas presentan cierto grado de actividad de esfingomielinasa, proba-
blemente no debida a la concentracifin lisosémica de esta fraccién subcelular.-~
La enzipa se obtuvo de forma solubilizada mediante tratamiento de los lisosomas
hepdticos con un detergente no idnica., Posteriormente se purificd empleando
métodos convencionales de fraccionamiento; los productos de 1s reaccibn son la
fosforilcolina y la ceramida: {46}

ESFINGOMIELINA + AGUA -~~~y FOSFORILCOLINA + CERAMIDA
esfingomielinasa
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Fig. 13. Estructura de la Esfingomielina,

A continuacién se determina el nivel de esfingomielinasa cn preparaciones
de higado humano obtenidas de una serie de individuos testigos y de pacientes
afectos con la E.N.P. El nivel medio de actividad de esfingomielinasa en el —
higado de otros pacientes es de sblo un 7% de la normal {ver Tabla 4), Esto -
indica que la alteracifn metab&lica primaria de la E.N.P. consiste de un défi-
cit de esfingomielinasa en los distintos tejidos [16, 97].

El defecto metabblico de la enfermedad Tipo A, se confirma usando 3H-dihi
droesfingomielina aislada en forma natural y hecho radiactivo mediante reduc—-—
cifn catalitica de el doble enlace de la parcién esfingomielina con 3H. Con -
este sustrato, la actividad de la esfingomielinasa resultd estar mucho mds aba
jo en bazos de pacientes con enfermedad Tipo A y B, pero dentro del rango nor-
mal en pacientes Tipo C. Los mismos descubrimientos fueron reportades usando
una prueba semicuantitativa con 3H—dihidroesfingomielina y extractos de tejido

de cerebro obtenidos de pacientes con E.N.P. (45].

J;CTIVIURD EN

AT LIL

LEUCQUITOS :  FIBRDBLASTUS
CIRCULANTES s+ EN CULTIVOS

AY FORMA INFANTIL

By FORMA ADULTA

172

Tabla 4., Actividad esfingomielinasa en tejidos y células de
pacientes con enfermedad de Niemann-Pick.

Experimentos con 14C colina-esfingomielina han revelado que la actividad
de la esfingomielinasa es de 51-63% de lo normal en extractos de fibroblastos
de piel cultivados y derivados de pacientes con enfermedad Tipo C. El defecto
enzimitico en pacientes Tipo D y E no parece claro; pues la actividad de la en
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zima estd cerca o es normal en el higado de algunos miembros afectados del Ti-
po D. La actividad de la esfingomielinasa ha sido también encontrada por ser
normal en cultivos de fibroblastos de piel de estos pacientes, mientras que -
la actividad es definitivamente mis baja de los niveles normales, en pacientes
Tipo A, By C, [18, 36].

La actividad de la esfingomielinasa es normal en extractos de fibroblastos
cultivados de la médula 6sea procedentes de pacientes Tipo E; sin embargo, se
reportd como baja de fibroblastos de piel. Aunque la etiologia de esta enfer-—
medad y su relacidn con la actividad de la esfingomielinasa requiere mis inves
tigacién {18]}. '

La esfingomielina estd incrementada de 3 a 7 veces de lo normal en nddulos
linfSticos en pacientes Tipo A, B y C. Un moderado incrementc se encuentra en
la materia gris de cerebros de pacientes Tipo A; mientras que existe un peque—
fio incremento de este lipido en la materia blanca. La cantidad de esfingomie—
lina no es alta en cerebros de pacientes con enfermedad Tipo B y C {18]

En adicidn al gran incremento de esfingomielina, elevadas cantidades de -
estos 1{pidos son frecuentemente encontradas en &rganos y tejidos de pacientes
con EXN,P. En particular, hay un sustancial incremento en la cantidad de coleg
terol no esterificado (el nivel puede ir desde 2 hasta 7 veces mds de la canti
dad normal) en bazos de pacientes Tipo A. El colesterol en higado estd también
elevado en pacientes N.,P., pero no tanto como en el bazo, el incremento puede
ser mayor que el de la esfingomielina en el higado de pacientes con enfermedad
Tipo D. El nivel de glicerolfpido acidico ha sido también reportado por estar
elevado en Srganos sistémicos de pacientes N.P, Los niveles aumentados de co-
lesterol y bis-monocilgliceril-fosfato no son especificos; pues ésta dltima sus
tancia se encuentra acumulada en otros desfrdenes, Se concentra en lisosomas.
La posible relevancia de esta distribucidn hacia la patogénesis de algunas for
mas de la E.N.P,, es discutida m&s adelante [18),

Hay elevaciones dependientes de otros esfingolfpidos en el cerebro de pa-
cientes Tipo A. Estos compuestos incluyen glucocerebrésidos GN3 y Gﬂz. La ra
26n de incremento de estos lipidos en particular no es clara, pero la acumula-
cidén es el resultado de la aglomeracifn de membranas o estructuras laminadas —
membranossas de las células ganglionares con enfermedad Tipo A y C {18].

Por otro lado, la hepatomegalia puede ocurrir como resultado de una rege-
neracién compensatoria positiva intentando suministrar cantidades de esfingo-
mielinasa. La mayorfa del tejido hepditico con una baja de la actividad esfin-
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gomielinasa, podria proporcionar una restauracidn parcial del equilibrio meta—
b6lico total. Sin embargo, no hay evidencia que indique si hay incremento si-
multéneo en el nimero de lisosomas funcionales en cada célula o si estas parti
culas elementales simplemente llegan a ser inactivas debido al ataque de compo
nentes de membrana no catabolizables y son producidos para compensar aquéllos
dafados por 1ipidos acumulados., La cantidad incrementada de bis-monoacilglice
ril-fosfato (y otras condiciones) sugieren que el nimero total de lisosomas es
t3 incrementado [19].

La observacién de la patogénesis de la E.N,P,, surge de una investigacién
de la distribuci6n subcelular de la esfingomielinasa. La actividad especifica
de esta enzima fué encontrada en la enzima tipica lisosomal: fosfatasa &cida -
(Fig. 14). Esta distribucién no usual de la esfingomielinasa impuls§ la espe-
culacién de que se puede encontrar una alteracifn selectiva en la actividad es
fingomielinasa en algunas de estas fracciones en ciertas formas de la E.N.P.,-
en vez de una ausencia total aparente, como en la clasica forma Infantil Tipo
A. La ausencia de particula enlazada a esfingomielinasa fué observada mis tar
de en 2 nifios con la E.N.P. Tipo C: surgiendo algunas observaciones prelimina-
res, sometieron extractos de higado humano a andlisis isoeléctrico, encontran-—
do 2 isoenzimas mayores de esfingomielinasa I y II, en el higado normal; mien-
tras que en un tejido de higado proveniente de un paciente Tipo C, contenia s
lo isoenzima I; demostradndose ausencia de ambas isoenzimas en fibroblastos de
piel cultivados en el Tipo A y un marcado decremento en la actividad de ambas
isoenzimas en el Tipo B {18, 19],

Observiandose que la actividad esfingomielinasa residual en el SNC de pa——
cientes Tipo B es suficiente para catabolizar la esfingomielina que pudo haber
sido eliminada durante la mielinizacién. Se sugiere que parte de la esfingo—
mielinasa residual en pacientes Tipo B estd en lisosomas, mientras que esta -
forma fué escasa en pacientes Tipo C, con un comienzo tardfo de problemas en -
el SNC. Este concepto es también congruente con la presencia de estructuras -
laminares en las células ganglionares en-el sistema nervioso de pacientes Tipo
A y C; consistiendo en fragmentos membranosos no digeridos contenidos dentro -
de un lisosoma secundario [105],

Un segundo aspecto es el concerniente al fenSmeno de induccién de activi-
dad hidrolasa de esfingolfpidos con la presencia de cantidades incrementadas -
de lipidos para ser catabolizados. Aunque puede ser s6lo una minima acumula—
cifn neta de esfingomielina si. hay un incremento compensatoric de una apropia-—
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da isoenzima en el Tipo C, D o E. Como las isoenzimas estan presentes en el -
cuerpo humano normal, puede ser que ellas tengan funciones separadas y la ate-
nuacién de una actividad particular puede causar la expresién fenotipica de la
forma especifica en la E.N.P., afin en la ausencia de un incremento neto demos-—

trado de la esfingomielina en los tejidos [97].

Festerans  Aside

Fig. 14, Distribucidn subcelular de fosfatasa dcida y enzimas hidrolizantes
de esfingolipidos en el higado. Las fracciones son: Nuclear (N), Mi
tocondrial (M), Lisosomal (L), Microsomal (¥Mc) y Flotante (S).

Finalmente esto puede ser la explicacién para la acumuylacién de mis lipi-~
dos diferentes, tales como: colesterol y ganglidsidos (GM3 y GNZ). Parece que
estas sustancias son derivados de fragmentos de membranas no catabolizadas; -
donde la disminucién de la actividad de alguna hidrolasa puede evitar el cata~
bolismo de una fraccién de membrana [97].

Debido a que la E.N.P. Tipo C representa un nuevo y Gnico desorden por al
macén de colesterol; se han estudiado fibroblastos de pacientes N,P. Tipo C -
para elucidar el posible defecto de la esterificacién del colesterol, lo cual
puede ser la causa de la acumulaciSn de colesterol no esterificado [60].
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Cuando se cultivan células de mamiferos en presencia de suero, dichas cé-
lulas adquieren el colesterol .por medio de un receptor mediador en la interio-
rizacién de LDL, la cual es liberada en lisosomas, donde la protefina cubierta
de fosfolipidos es degradada y los &steres de LDL-colesterol son hidrolizados
hasta colesterol libre, el cual es usado por las c&lulas para la sintesis de ~
membranas celulares, dcidos biliares y hormonas esteroides. Las células tam-
bién reesterifican el colesterol derivado de LDL y almacenan los &steres de co
lesterol en forma de gotas lipfdicas en el citoplasma (Fig. 15). El colesterol
derivado de LDL presenta algunas funciones reguladoras, incluyendo la supresidn
de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (HMG CoA reductasa) y de la acti
vidad de receptores LDL; asi como una activacién defectuosa en la expresibn de
la enzima acil-CoA: colesterol aciltransferasa (ACAT), [17, 60, 85].
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Fig. 15. Pasos secuenciales en el camino de receptores LDl de cé&lulas en
’ mamiferos, Las flechas verticales indican las direcciones de efec

tos regulatorios,

HMG Co A reductasa y ACAT interact(ian para limitar la captacién total
de colesterol derivado de LDL y mantener niveles celulares de colesterol no es
terificado dentro de un rango estrecho necesario para la sintesis de membranas
y crecimiefito celular. El defecto lisosomal en la translocacién del colesterol
no estd solamente asociado con respuestas homeostiticas retrasadas, sino tam—
bién con un enriquecimiento perjudicial de colesterol en las membranas plasmé-
ticas. El colesterol derivado de la LDL por lisosomas intenta alcanzar el re~
ticulo endopldsmico y aparato de Golgi; la saturaciém como “charco" limitado -
de esteroles dentro del retfculo endopldsmico inicia las numerosas iespuesta
homeostaticas que capacitan a las células x!omales para regular los niveles in
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tracelulares de colesterol. Recordando que en condiciones normales existen re
ceptores LDL que siguen una ruta donde el receptor LDL (Fig. 16) es sintetiza-
do en el RER como un precursor que contiene grandes cadenas de carbohidratos,-
Aprox. 45 minutos después de la sintesis, los receptores LDL aparecen sobre la
superficie celular, donde se acumulan cubriendo un espacic. De 3 a 5 minutos

de su formacién, los espacios cubiertos se invaginan para formar vesfculas en-
dociticas cubiertas. Miltiples vesiculas se funden para crear sacos mas gran-
des de contorno irregular llamados endosomas o receptores. El pH de los endo-
somas estd por debajo de 6.5, debido a la operacidn de la Adenosintrifosfato ~
{ATP) que actila como bomba de protones en la membrana. Con este pH dcido, la

LDL se disocia del receptor; el cual retorna posteriormente a la superficie cg
lular, aparentemente por agrupamiento con otros receptores en un segmento de -
la membrana endosomal que los captura para formar nuevamente una vesicula (re-
circulante)., Una vez que llega hasta la superficie, el receptor se enlaza a ~
otra partfcula de lipoproteina y se inicia otro ciclo de endocitosis, La LDL

que se disocia del receptor es liberada hasta un lisosoma cuando las membranas
del endoplasma y lisosoma se fusionan., La proteina que compone la LDL es hi~—

drolizada hasta lipasa &cida, liberando colesterol [17].

Retlsule
Kaseplaamise

LoL
- ’ Pretefas

L I

Fig., 16, Ruta del receptor LDL en c&lulas de mamiferos.

La relacién entre el lisosoma de almacén y una deficiente movilizacidn in
tracelular de colesterol en fibroblastos de N.P. Tipo C, sugieren que existe -
rompimiento de mecanismos intracelulares y la acumulacién excesiva de coleste~
rol puede representar una lesién primaria del mismo lisosoma [60, 85, 95].

La E.N.P,, resulta ser un modelo patolégicamente {itil para aclarar los pa
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sos adicionales que siguen con el colesterol intracelular; siendo necesario in
terrumpir el paso de la LDL hacia los lisosomas. Observéndose que el bloqueo
de la hidrdlisis de ésteres de colesterol conducen a una acumulacién de ésteres
no hidrolizados en lisosomas y resp as de homedstasis retardadas [60, 95].

Se dan posibles explicaciones en cuanto a la escasa regulacién mediada por
el colesterol derivado de la LDL:

Primero: el transporte del colesterol derivado de la LDL hacia sitios ce-
lulares regulatorios puede ser defectuoso.

Segundo: el colesterol derivado de la LDL regula normalmente la homedsta-
sis del colesterol celular con un metabolismo mayor del colesterol no esterifi
cado hacia un esterol regulador, La presencia de 2 metabolitos reguladores po
tenciales: 24-S— S-epoxicolesterol y 25-hidroxicolesterol, han sido reportados.
Las células N.P. Tipo C son reguladas normalmente por 25-hidroxicolesterol ex5
geno (prototipo del esterol polar), pero no por LDL ya que no poseen la carac—
teristica de esterol polar [84].

Tercero: el colesterol derivado de la LDL puede alterar el contenidoe o ac
tividad de un segundo mensage regulatorio controlando el metabolismo del coles
terol celular. Se ha postulado que los mediadores intracelulares son requeri-
dos para la inactivacién de la LDL por actividad de HGM CoA reductasa y la ac
tividad de los inhibidores ACAT propuestos es abolida cuando las cé&lulas son -
incubadas con LDL. Entonces si los mensages secundarios estdn presentes, su -~
contenido o actividad puede estar comprometida como resultado de la mutacidén -
en la E.N.P, Tipo C [81}.

~ Como se ha seiialado, los pacientes con E.N,P. Tipo A y B, acumulan gran-

des cahtidades de esfingomielina debido a una deficiencia aguda en la activi—
dad esfingomielinasa lisosomal. Sin embargo, la E.N.P. Tipo C es un enigma, -~
pues la acumulacién de esfingomielina es moderada a pesar de lo cercano a nive
les normales de la actividad esfingomielinasa lisosomal. Una posible explica—
cién en que el decremento de la actividad esfingomielinasa es una consecuencia
de la acumulacién del colesterol en los lisosomas; demostrando que el coleste-
rol inhibe la actividad de la esfingomielinasa en hfgado, siendo la acumulacién
de esfingomielina un efecto secundario del contenido incrementado de coelsterol
{60, 811].
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Organos y Sistemas involucrados.

- Bazo:

Es uno de los Srganos mis afectados, pues la pulpa esplénica pue
de ser casi completamente reemplazada por células espumosas; el &rgano es gran
de y firme, de margen redondeado, el color es mis encendido que el normal, y -
rojizo. Las c&lulas de N,P, estdn usualmente distribufdas por todo el &Srgano,
especialmente en la pulpa y alrededor de la pulpa arterial. A pesar de estar
tan involucrado el bazo, s8lo moderados cambios hemoliticos ocurren; estos —
pueden ser: anemia microcitica o trombocitopenia tardia en el curso de la enfer
medad [16, 97]. ’

- Higado y Nédulos Linf&ticos:

Existe aumento de 1.5 veces del tamafio -
normal del hfgado y esto puede ocurrir antes de que los cambios histol6g{cos -
puedan ser reconocidos. La distribucién de las c&lulas que almacenan 1fpidos
es irregular en las fases tempranas de la enfermedad. .Mis tarde existe infil-
tracibn masiva, las c&lulas de Kupffer y parenquimales llegan a transformarse
en células de N.P, Las pruebas de funcionamiento hepStico resultan normales,
sin embargo, elevados niveles de fosfatasa alcalina en suero, TGO y TGP se -~
presentan eﬂ la E.N.P. Tipo B, La causa de frecuente ictericia en la E.N.P, ~
Tipo D no ha sido dcscﬁbierta, un posible factor que contribuye es un agranda-
miento de n6dulos linfAticos en la regidn de la cabeza del pncrea. Los n&du-
los linféticos agrandados son encontrados en la regidn mesentérica, hilus del
bazo, higado y pulmones. El timo y las tonsilas pueden ser infiltrados por cé
lulas espumosas [16, 97].

- Sistema Oseo:

La.médula estd constantemente invadida por cé€lulas espu-
mosas en la E.N.P., el grado de infiltracién varfa con la duracién y tipo cli-
nico, Hay muy pocas evidencias de un extensivo proceso osteoporbtico, pues las
concentraciones de calcio, f6sforo y célulds sangufneas en suero, han sido nor
males en la mayoria de los pacientes N.P., [16, 97].

~ Pulmones y Corazén:
Los pulmones en la mayorfa de los pacientes tienen
" retfculo difuso o infiltracibén nodular muy fina. Las cé&lulas espumosas estén
presentes en los alveflos, vasos linfAticos y ramas de las.arterias pulmonares,

pero son raramente encontradas en esputo. En el corazén se encuentran adyacen
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tes a fibras del miocardio [16, 97].
- Otros 6rganos:

Las células de la 1&mina propia y mlisculo liso de integ
tino contiencn cé&lulas espumosas; éstas se han reportado en un 502 de los pa—
cientes con E.N.P., en los glomfrulos de rifi6n Las adrenales estin agrandadas
y las cé&lulas de N.P. pueden ser abundantes en la médula, sin evidencia de in-
suficiencia renal. Otras gl&ndulas endScrinas como: génadas, tiroides, pitui-
taria y, y gléndulas exScrinas como: péncreas y gléndulas salivares pueden mog
trar acumulacién de 1fpidos sin evidencia de impedimento funcional [16, 97].

— Sistema Nervioso:

Los pacientes con E.N.P. Tipo A y C, tienen cerebro
atr6fico, pesos entre 50 y 90% de lo normal. Las células ganglionares en el -
SNC estén hinchadas, el citoplasma tiene vacuolas pilidas,. Las inclusiones -
unidas a la membrana estsn libremente arregladas en estructuras concéntricas -
laminares dentro de las c&lulas. La arquitectura cortical estd desorganizada
‘debido a 1a pérdida de c&lulas de la corteza cerebral y cerebelar; gliosis en
la materia blanca y gris, asf como desmielinizacibn secundaria en algunas por-

ciones de la materia blanca. Las c&lulas esp estéin pr tes en las lep
tomeninges, tela coroidea, endotelio y espacios perivasculares de los vasos -
sangufneos del cerebro, Otras &reas tales como: ganglios basales, tallo cere-
bral, cordSn espinal, ganglios autbnomos 'y eapinales puede también sufrir cam-
bios morfolbgicos similares a aquéllos observados en la corteza cerebral [16,-
97].

2,2,4 SINTOMATOLOGIA CLINICA.

La E.N.P., junto con la E.G., son las mis fre-
cuentes de las ggnopntIaé esfingolipfdicas., En la E.N.P. se distinguen en ge
neral dos formas: 1a neurolbgica y caquetizante del lactante; y la puramente -
reticulocndotelial del nific. Al lado de estas dos formas, se ha identificado un
Tipo ‘C y otro D; finalmente se han individualizado los casos del adulto como
un Tipo E,

Tipo A: Forma Aguda neuropética.

La mayorfa de los pacientes con E.N.P.,
tienen esta forma de desorden. Los 6rganos viscerales y el SNC son afectados
tempranamente en la infancia, y la enfermedad toma un curso fatal muy répido.
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Se manifiesta precozmente por trastornos digestivos; un deteriore psicomotor y

aumento mds o menos marcado del tamafio del higado y bazo, que llega a ser impre
sionante progresivamente a los 6 meses de edad. Debido a que los infantes tie

nen dificultad para alimentarse, llegan a adelgazar, pero tienen abdomen protu

berante y extremidades delgadas. Fl nifio estd pAlido, adquiriendo a veces una

pigmentacidén amarillenta, su motilidad esponténea va disminuyendo, confiriéndo

le una actitud de vientre inmévil y piernas separadas; también existe deterio-—

ro progresivo de la capacidad intelectual, Las habilidades aprendidas se pier

den gradualmente, sobreviniendo la hipotonia y flaccidez. Un aumento de histio
citos espumosos son encontrados en la médula 6sea, pulpa esplénica, nddulos lin
faticos, médula adrenal y alveSlos pulmonares. Debe realizarse la bfisqueda de

linfocitos vacuolados, caracterizados por el aspecto nitido y redondo de algu-

nas vacuolas intracitoplasmiticas que pueden ser observadas en el 10-50% de es

tas células en sangre periférica [45, 97].

Tipo B: Forma Crdnica sin involucrar al Sistema Nervioso.

Los pacientes
con esta forma de enfermedad pueden desarrollar signos viscerales tan pronto —
como los del Tipo A, aunque el adelgazamiénto posterior es més tipico. No hay
evidencias de dafio en el SNC, y algunos de estos pacientes tienen excepcional
capacidad intelectual. La hepatoeplenomegalia es la primera manifestacién del
desorden., Los campos pulmonares tienen frecuentemente infiltrados extendidos.
Existen pacientes con incrementada susceptibilidad para la naumonia [97],

Tipo C: Forma Crénica neuropitica.

Estos pacientes usualmente parecen nor
males entre 1 y 2 afios de edad y algunas veces hasta mis grandes. Ellos gra-—
dualmente desarrollan anormalidades neurolégicas las cuales se manifiestan por
pérdida de lenguaje, moderada ataxia y ataques. La hepatoesplenomegalia es me
nor que en los Tipos A y B. El curso clinico es caracterizado por dafic progre
sivo del cerebro con falla mental y pericia motora, hipertonia, reflejos hiper
activos, incrementdndose la frecuencia de los atagues. Macréfagos espumosos -

estéin presentes en la biopsia de médula Gsea [60],

Tipo D: Variante Nueva Escocia.
Obedece a una mutante bien individualiza
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da por su aparicidn en una fracci6n limitada de poblacién de Nueva Escocia, re
sultado de numerosos matrimonios consanguineos. El padecimiento es parecido -
al Tipo C, con un curso prolongado y anormalidades neuroldgicas, las cuales ——
aparecen entre el 2o0. y 4o, afio. Los pacientes tienen hepatoesplenomegalia, -
un paso inconstante al caminar, coordinaci6én dafada, ataques y deterioro gra—
dual de la funci6n mental que comienza a edad temprana. Las cé&lulas espumosas
estéin presentes en el bazo y nddulos linfaticos, y muchos de estos pacientes —
estan ictéricos [16, 97},

Tipo E: Forma Adulta no neuropitica.

Un pequefio niimero de pacientes adul
tos sin dificultades neuroldgicas pero con moderada hepatoesplenomegalia y cé-
lulas espumosas = en médula &sea han sido reportados por tener una forma varian
te de 1la E.N.P, sobre las bases de algfin incremento en la cantidad de esfingo-
mielina en el higado y bazo. Algunos pacientes han presentado minima organome
galia, pero con las células espumosas en la médula y la mancha rojo-cereza en

el fondo del ojo. También se presenta ataxia cerebral (4, 87, 971.

2,2,5 INCIDENCIA.

La mayoria de los pacientes con E.N.P. son descendientes -
de Ashkenazic Jewish. Esta distribucidn es predominante en el Tipo A, aunque
también se presentan en las Formas B, C y E. La frecuencia establecida es de
1 en 100 individuos de d d ia Ashl ic Jewish. En contraste, pacien—

tes con el Tipe D provienen de un grupo consanguineo de Acadienses, en la Ciu-
dad de Yarmouth en Nueva Escocia, cuyos descendientes es una mezcla de francés
e italiano catdélicos. La incidencia de esta forma es muy baja [97].

2.2.6 PRONOSTICO.

En el Tipo A, los pacientes usualmente mueren al tercer —
afio de vida. La evolucidn del Tipo B es prolongada, pero conduce a la muerte
antes de llegar a la edad adulta. La mayorfa de los pacientes con el Tipo C -
mueren entre los 5 y 15 aifios de edad. Considerindose similar el Tipo D. En
el paciente TIpo E, la muerte sobreviene entre los 30 y 40 afios de edad [97].

2.2.7 DIAGNOSTICO,
Un diagnéstico presuntivo de la E.N.P. Tipo A, puede ha-
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cerse generalmente en base a la hepatoesplenomegalia y retraso en el crecimien
to. A menudo, la piel presenta un tinte pardo amarillento céreo. Puede encon
trarse ictericia y también ligera linfadenopatfa. En 30-50% de los casos infan
tiles, se observa en la mdcula una zona roja y brillante (debida a degeneracidn
neuronal), Con frecuencia existe un retfculo difuso y moteado en los campos -
pulmonares en placas radioldgicas, Llega a encontrarse trombocitopenia leve o
moderada; los monocitos y linfocitos de sangre periférica pueden mostrar algu-—
nas vacuolas citoplasmiticas pdlidas, de 0.5-1.0 micras de didmetro. El siste
ma nervioso estd afectado, aunque no siempre en el mismo grade, y las manifes—
tacjiones mis comunes son retraso mental y trastornos motores progresivos. Fren
te a un cuadro de este tipo, el hallazgo de células espumosas "en mérula" en -
los frotis de médula &sea, cuyo citoplasma estd lleno de pequefas gotas de 1i-
pidos como "burbujas de jabén" confirma el diagnfstico; las gotitas de las cé-
lulas espumosas siempre son positivas al PAS, y dan color rojo con Rojo de Su-
dan; negro con Negro de Sudan y violeta—azuloso con Sulfato de Azul Nilo [62].

Es mucho mis dificil hacer un diagnéstico del Tipo B o C. Es conveniente
tener evidencia de la acumulacién de la esfingomielina, pero el diagnéstico de
estas formas de la E.N,P., debe ser confirmado por ensayos enzimiticos, Los -
procedimientos para medir la cantidad de esfingomielina en una muestra de higa
gado, bazo o rifi6n obtenidos por biopsia estdn bien establecidos [90].

Las enfermedades Tipo A y B son diagnosticadas mis facilmente por demostra
cién de la baja actividad de esfingomielinasa en extractos de tejido usando es
fingemielina (radioactiva) marcada con le, f14].

Un avance en el mejoramiento del diagndstico de la E.N.P., se ha realiza-
do mediante la sintesis de una estructura andloga a la esfingomielina con un -
gran potencial cromogénico, y se utiliza como sustrato: 2-N-acilamido-4-nitro-
fenil-fosfocolina (HNP), que es hidrolizado hasta 2-N-acilamido-4-nitrofencla—
to + fosforilcolina, por accién de la esfingomielinasa purfificada del tejido
humano (Fig. 17); [97],

La presencia de la E.N.P., puede ser ripidamente descubierta por ensayos
de la actividad esfingomielinasa en extractos de leucocitos obtenidos de peque
Nas muestras de sangre venosa., Las preparaciones de leucocitos deben estar 1i
bres de eritrocitos contaminantes, y es preferible hacer el ensayo con leucoci
tos frescos. La esfingomielina [IAC]' es el sustrato de eleccibén para estos -
ensayos, ademis de que es ligeramente mas sensible que el sustrato HNP. El te
jido mAs facil y seguro para el diagnéstico del Tipo A, B o C, es el de fibro-
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Fig. 17. Sustrato artificial para la determinacisn de esfingomielinasa.

blastos de piel cultivados, usando como sustrato cualquiera:[”‘C]—esfingomieli
na o HNP [47].

La actividad esfingomiclinasa en fibroblastos cultivados de pacientes Ti-
po D est dentro del rango normal., Al mismo tiempo, no es posible juzgar si -
los cambios selectivos en las isoenzimas de la esfingomielinasa serfn descubier
tos en pacientes con esta forma de enfermedad o si esta condicidn es debida a -
un disturbio metab6lico diferente por completo. Es muy probable que estos gru
pos corresponden a variaciones del defecto quimico enzimitico, esto deberfa —
traducirse en diferencias de concentraciones relativas de esfingomielina y co-
lesterol, pudiendo variar adem&s los Acidos grasos de esfingomielina en cier—
tos casos {97],

La actividad de esfingomielinasa en fibroblastos cultivados derivados de
pacientes con Tipo E puede estar dentro del rango normal, aunque una alteracién
en la isoenzima esfingomielinasa ha sido réportada. El nivel sérico normal de
esfingomielina no se incrementa, por lo que la E.N.P., no se puede diagnosticar
por un simple an&lisis sérico. En algunos casos se encuentran aumentados: el

colesterol y la grassa neutra [23, 62, 97].
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2.3 GANGLIOSIDOSIS.

2.3.1 HISTORIA,

En 1881 Warren Tay, un oftalmélogo inglés, fue el primero en
descubrir un error en el metabolismo de los gangliésidos; esto es ahora conoci
do como enfermedad de Tay-Sachs o Gangliosidosis GMZ' Un segundo desorden, la
Gangliosidosis GMI' fué descrita 84 ahos mis tarde, en 1965. En la actualidad
algunos subtipos de ambas gangliosidosis son conocidos, incluyendo desérdenes
en jovenes y adultos. Cada uno debido a defectos metabélicos en los ganglidsi
dos, resultado de deficiencias en glucohidrolasas de gangliésidos [97].

2.3.2 DEFINICION,

Esta lipodistrofia se caracteriza por acumulacidn de gan—
glidsidos .(glucoesfingolipidos) principalmente en neuronas, De acuerdo al gan
gliésido (GMl [ GMZ) almacenado, la enfermedad se presenta en 5 Tipos: {97]

— Gangliosidosis GM1 Tipo 1: Gangliosidosis Infantil
~ Gangliosidosis GM1 Tipo 2: Gangliosidosis Juvenil
- Gangliosidosis Gl‘l2 Tipo 1: Enfermedad de Tay-Sachs
- Gangliosidosis Gl‘l2 Tipo 2: Enfermedad de Sandhoff
- Gangliosidosis GMZ Tipo 3: GN2 Juvenil.

2.3.3 PATOFISIOLOGIA.
Origen de los ganglidsidos acumulados.

En el cerebro, los ganglidsidos estdn localizados principalmente en mem—
branas de terminaciones nerviosas, que se originan en el cuerpo celular y se -
mueven hasta el final del nervio por un répido traasporte axcnal. Axones, mie
lina, astroglia vy oligodendroglia tienen un menor contenido de panglidsidos -
que las terminaciones neuronales, Sin embargo, el cerebro tiene el mis alto -
contenido,aunque los gangli6sidos estdn presentes en la mayoria de las células
del cuerpo asi como en cultivos celulares [34].

La biosintesis de ganglifsidos en el sistema nervioso de mamiferos involy
cx"a la adicién de unidades de monosacfridos. El primer azéicar: glucosa, es adi
cionado al grupo hidroxilo de la ceramida; los azicares vestantes se adicionan
entonces en las terminaciones no reducidas de la cadena oligosacdrida., La gla

EYAL Y



cosiltransferasa cataliza la transferencia de cada unidad monosacdrida, y las
unidades glucosa son donadas por los nucledtidos correspondientes (Fig. 18).

La formacién de Gl‘ll involucra la adicidn de S aziicares en secuencia es-—
tricta por una multiglucosil transferasa. Sistema compuesto de 5 diferentes
glucosil transferasas:

e
Cersmlde
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Fig. 18, Formacidn de GMI' GM2 y GM3' por adicidn de aziicares.
Quimica de las sustancias almacenadas.

La composicién del azficar, acido graso, secuencia de aziicares y enlaces
glucosidicos de los compuestos almacenados es idéntica a la del ganglidsido ——
normal GM1 (Fig. 19), El1 GMl almacenado es aprox. 10 veces mayor al valor nor
mal en la materia gris, tanto en la forma Infantil como en la Juvenil. El sia
lo derivado del GNl (GAI) (Fig. 19), también se acumula en el cerebro casi 10
veces mis de lo normal. Las glicoproteinas conteniendo galactosa se acumulan
en visceras las proporciones equimolares son de glucosamina y galactosa. Una
segunda glicoproteina, conteniendo residuos de dcido sidlico, asi como glucosa
mina y galactosa, se acumula en higado y bazo. WNiveles elevados de glicoprg
tefna-galactosa, se han encontrado en pacientes con prominentes deformidades -
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Gseas {113],

Una galactoglicoproteina, similar a la glicoprotefna del estroma eritroc.i
tico, es acumulada en pacientes con el Tipo Infantil. El compuesto contiene -
N-acetilglucosamina, manosa y galact;osﬁ, pero escaso Acido neuramfnico:

Gal beta 1 — 4 GluNAc beta 1 —=+# 2 Man alfa 1 —» 6
Man beta 1 —-» 4 GluNAc
Gal beta 1 —~» 4 GluNAc beta 1 —> 2 Man alfa 1 — 3

Este compuesto y los dos anteriores pueden ser derivados de las glicopro-
tefnas del estroma eritrocftico; donde el metabolismo normal estd dafiado por la
deficiencia de beta-galactosidasa [113].

La deficiencia de beta-gslactosidasa no es debida a la presencia de inhi
bidores endbgenos solubles. La actividad de otras enzimas lisosomales, inclu-
yendo fosfatasa &cida, beta-galactosidasa y beta-N-acetilglucosaminidasa, estd
normal o incrementada, la beta-galactosidasa presenta una actividad disminufda
hacia el gangliésido GM]‘ &sta es menor de 0.1% de lo normal en el cerebro, hf
gado y fibroblastos cultivados. El bloqueo metabSlico involucra el primer pa—
80 en el rompimiento de GMl (Fig. 19). Algunas beta-galactosidasas diferen—
tes; utilizando sustratos sintéticos, estén en tejidos humanos. Dos de estas
isoehzimas A y B, son deficientes en la GMI' La actividad de una tercera beta-
galactosidasa, llamada neutral varfa, llegando algunas veces a elevarse o a ~

_disminufrse [74].

La mayor isoenzima &cida: beta-galactosidasa A, ha sido purificada a par-
tir de una muestra de higado humano, la beta-galactosidasa B y la neutral se -
han estudiado en estado parcialmente purificado [77]. .

Las beta-galactosidasas A y B poseen un pH &ptimo de 4.2-4.4 en la regibén
&cida. Ambas son estimuladas y estabilizadas por cloruro de sodio, son termo-
18biles , hidrolizan la beta-galactosa del GMI' La beta~galactosidasa B tiene
un peso de 600,000 a 800,000; casi 10 veces mis alto que A; (72,000); se sabe
que bajo condiciones. apropiadas la isoenzima A puede ser generada a partir de
B. La beta-galactosidasa neutra, tiene un pH Sptimo de 5.8 y su peso molecular
es mis bajo: 57,000. Puede ser inhibida por cloruro de sodio y es mis estable
al calor que A o B. Esta isoenzima no se une a la galactosa del G’Pll [74].

Inicialmnete, pacientes con Gl‘l1 Tipo 1, parecfan tener mucho mis bajao ac-
tividad de la beta-galactosidasa neutral que aquéllos con el Tipo 2, confirmdn
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dose después que se trataba de un error.
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Fig. 19. Esquema que muestra los posibles bloques enzimiticos que dan
como consecuencia las diferentes gangliosidosis.

En relacién con la isoenzima A se propone que los pacientes Tipo 2 pueden
ser: A (+), y pacientes Tipo 1: A (-), y que la beta-galactosidasa neutral no
estd involucrada en la patopénesis de la GN1 {75, 97]}.

B En general se dice que la enfermedad GMl’ se debe a un déficit de la enzi
ma GHI ganglibsido—~beta-galactosidasa que cataliza la hidrdlisos de la molécu~
la terminal de gaiacr.osa de los monosialitetrahexosil-ganglidsidos:

Gal-GalNAc-Gal-Glu~Cer + Agua ———————— Gal + GalNAc-Gal-Glu-Cer
GM, -beta—-galac—
NANA tdsidasa NANA
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Los pacientes afectados de esta enfermedad presentan una disminucién de —
la actividad histica total de beta-galactosidasa. Debido a la disminucidn drés
tica de galactosidasa, puede esperarse la acumulacidn de otras sustancias gue
poseen una molécula de galactosa terminal como: galactocerebrésido o el céraml
da-galactdsido; sin embargo, este fenémeno no se ha observado nunca. El gan—
gliésido que se acumula en esta enfermedad puede proceder de la reposicién de
los componentes de la membrana plasmitica de diversas células, ya que estas es

tructuras contienen una elevada concentracidn de ganglidsidos [16, 89].
Patologia de la Gangliosidosis GMI'

En el cerebro los niveles de ganglifsidos GM2 estdn incrementados de 100
hasta 300 veces mds de lo normal en las enfermedades de Tay-Sachs y Sandhoff,
el sialo-derivado del ganglidsido GM2 (GAz) se acumula en cantidades casi 20
veces mayores de lo normal. Cantidades mis altas de GA2 se acumulan en el ce-
rebro y visceras de la enfermedad de Sandhoff que en la de Tay-Sachs. El glo-
bésido se acumula en grandes cantidades en visceras, especialmente: riiiones y
bazo en la enfermedad de Sandhoff. En la GM2 Juvenil, los niveles cerebrales
de GM2 y GA2 estan marcadamente incrementados, pero no al grado observado en -
la enfermedad de Tay~Sachs o Sandhoff. En el higado y bazo, una ligera eleva-
cidn del ganglibsido GM2 ha sido observada [67].

Dos isoenzimas de hexosaminidasa fueron primero demostradas en bazo huma-
no [15]; ambas estdn presentes en la fraccién lisosomal. La hexosaminidasa A
(hex A), estd mis negativamente cargada y es mis 15bil al calor que 1la hexosa~
minidasa B (hex B). Ambas hexosaminidasas (A y B) han sido encontradas en to-
dos los tejidos humanos normales (excepto en eritrocitos), tales coﬁn: leucoci
tos [80], suero [78), orina, fibroblastos de piel cultivados, flufdo amniStico
y células amnidticas cultivadas. Una tercera enzima denominada hexosaminidasa
C (neutra) ha sido determinada, pero parece no ser lisosomal y no estd relacio
nada con las hexosaminidasas A y B [89].

En la enfermedad de Tay-Sachs (E.T.S.), la actividad de la hex A estd ca-—
si ausente. En el cerebro la actividad de la hex B estd incrementada casi 10
veces y es debido a la estimulacién lisosomal secundaria para el almacén de gan
gli6sido. En el cerebro de los mamiferos, el catabolismo del GM2 se produce —
gracias a la hidr6lisis del residuo de dcido~N-acetilneuramfnico [54]. Su f&r
mula es la siguiente:
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Cer-Glu-Gal-NAcGal + Agua ~—————————— Cer-Glu-Gal-NAcGal + Acido~NANA
NANA GMz—neuraminidasn

Para estudiar el metabolisme del GN2 se prepard GH2 marcado en la porcidn
N-acetilgalactosaminilo; utilizando este sustrato marcado se determin§ que el
catabolismo cerebral de GN2 puede iniciarse mediante degradacién de la molécu—
la de dcido-N~acetilneuraminico, o por degradacién de la molécula N-acetil-ga-

lactosamina: la férmula es:

Cer-Glu-Gal-NAcGal + Agua rormmmnsemem——p  Cer-Glu-Gal-NAcNANA + NAcGal
GM,-hexosaminidasa

NANA 2

Esta hexosaminidasa estd casi totalmente ausente en el tejido cercbral ob
tenido de pacientes T.S. En cambio, la actividad de la GMZ—ncuraminidasa es -
idéntica en los controles y pacicentes. FEsta observacin estd de acuerdo con -
el concepto de que la isoenzima A de la hexosaminidasa estd alterada en la -
E.T.S., e interviene en el catabolismo de GMZ. Ambas isoenzimas catalizan la
hidrélisis de los sustratos aminoaziicares. En los tejidos de los pacientes con
la enfermedad de Sandhoff (E.S.), existe una reduccién de ambas isoenzimas (A
y B), asi como acumulacién de globdsido en Grganos periféricos, ello implica —
que la hex B participa en el catabolismo del globéside. El tercer tipo de la
E.T.S., recibe el nombre de variante AB (juvenil), encontréndose presentes tan
to hex A como hex B en tejidos, sin embargo, estos enfermos presentsn una alte
racién del catabolismo del GMZ [1006].

Se sugiere que por lo menos en parte, el catabolismo de GA2 realizado por
la hexosaminidasa se produce por la accién de la hex B en pacienies con la for
ma B, Ademds, el G”Z acumulado podria actuar como inhibidor de 1la hexosamini-
dasa y puede también inhibir el catabolismo del GA2 a través de hex B, Otro -
factor que puede tener una considerable importancia en la patogenia de la E.T.
S., consiste en Ia diferencia entre el pH 6ptimo de la Gblz—neuraminidnsa y el
de la G}lz-hcxosaminidasa con los lisosomas cerebrales, El pHt es 4.4 y 5.1 res
pectivamente. En la actualidad resulta afin imposible ver la acidez en el inte
rior de los lisosomas, pero cs posible que la concentracidén de hidrogeniones -
en el microambiente de estas enzimas puede regular y dirigir cl catabolismo del
GN2 a través de estas vias alternas en el cerebro [106].

Los pacientes-T.S. apenas presentan acumulacidn de GH2 en organos perifé-
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ricos y tejidos. Este fendmeno puede ser debido a diferentes factores, uno de
los cuales serfa el pH Sptimo de la GMz—neuraminidasn extraneuronal es de 5y
en consecuencia, distinto del de la enzima cerebral. Por otra parte, la canti
dad de GM2 en los tejidos periféricos es muy inferior a la presente en el cere
bro, por lo que es posible que se catabolice a través de la neuraminidasa en -
dichos tejidos y que el producto de esta reaccidn sea degradado por la hex B -
con rapidez suficiente para evitar la acumulacibn en dichos 6rganos. Ademds,
1la actividad especifica de'la Gﬂzmeuraminidasa en ciertos tejidos periféricos
es muy superior a la que estd enzima presenta en el cerebro. Existe afin otro
mecanismo que puede contribufr a la acumulacién de CHZ en la E.T.S. El organig
mo puede sintetizar hex A inactiva (materia que reacciona en forma cruzada), -
protefna que puede hallarse en concentraciones superiores a las normales en el
cerebro de pacientes T.S., Se ha planteado la posibilidad de que esta enzima -
no reactiva (o un fragmento de ella) se uniese al GM2 e impida su catabolismo
a través de la Gﬂz-neuraminidass. A este respecto, la observacifn mis impor—
tante ha consistido en la deteccibn de una acumulacién notable de Glz en liso-
somas [97, 106].

Por otro lado, el estudio histoldgico del cerebro pone de manifiesto neu-
ronas hinchadas en diversos estadfos de degeneracifn, muchas de las cuales con
tienen cuerpos.citoplasméticos membranosos (CCM) dispuestos en forma concéntri
ca que proceden de los lisosomas y formados por protefnas, colesterol, fosfolf
pidos y el gangliSsido GMZ' cuya presencia es patognomdnica. Se acumula tam—
bién en el cerebro otro esfingolfpido que recibe el nombre de ganglibsido sia-
lo~Tay~Sachs (GAZ). pero su concentracidn es menor a la de GMZ' En las fases
tardfas de la enfermedad se produce una acumulacién moderada de ceramida-lact§
‘sido y un ligero aumento de glucgcercbrésido. Todas estas sustancias se acumu

lan en las neuronas del plexo mesentérico [16, 97, 104], (ver Fig. 20):

- o . 4PN &

g

Fig.'20. CCM en la neurona de un paciente con la E.T.S.
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2.3.4 SINTOMATOLOGIA CLINICA,
En general las gangliosidosis se caracterizan
por:
a) Un deterioro mental y motor progresivo a partir de la nifiez y con con-
secuencias fatales.
b) Lipidosis neuronal secundaria por almacén de GMZ o GHl.
c) Almacén de glicolfpidos relacionados estructuralmente, polisacdridos o
glicoprotefnas.
d) Ausencia o severa deficiencia de glicohidrolasas lisosomales especffi-
cas (971,

Gangliosidosis ml.
- GHl Infantil o Tipo I: .
En el Tipo 1 (gangliosidosis generalizada), in—
volucra alteraciones Sseas, los sfntomas aparecen al nacer o poco después, ‘Ede
ms de extremidades est§ presente; el apetito es bajo;la fuerza para smamantarse
es d&bil y el peso que gana es subnormal. La deglucisn inefectiva puede ocasip
nar la utilizacién de sonda. Pl paciente puede alzar la cabeza, pero usualmen
te no se sienta ni gatea; la respuesta sensorial es baja, se dificulta la res-
piracibn y es irregular, la bronconeumonia recurrente es frecuente, asf ocomo —
las convulsiones. Si logra sobrevivir despufs de un afio, el aspecto clfnico ~
es de rigidez de cerebro con ceguera, sordera, cuadriplegia espasmSdica [97].
la apariencia es de infante lerdo, hipoactivo, hipotSnico. Las anormali-
dades faciales incluyen protuberancia frontal, caballete nasal hundido, orejas
grandes y bajas; y rasgos duros. Hipertrofia gingival y macroglosia estén pre
sentes, las cSrneas son usualmente claras, manchas rojo—cereza en el fondo del
ojo (idéntica a la observads en la E.T.S.), estfn presentes en casi la mitad -
de los pacientes. La hepatoesplencmegalia es evidente dentro de los primeros
meses de vida, se puede desarrollar macrocefalia, .pero esta no es tan frecuente
ni tean masiva como en la E,T.S. Deformaciones en vé&rtebras y huesos largos, -
pelvis, manos y pies, costillas espatuladas, Los cambios patolégicos incluyen
lipidosis neuronal, histiocitosis visceral y células epiteliales del glomérulo
renal con citoplasma aumentado. Las neuronas conticnen numerosos CCM. Histio
citos viscerales predominan por todo el sistema fagocftico mononuclear. Los —
histiocitos espumosos (Fig. 21), son encontrados en médula &sea, hfgado, bazo,
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n6dulos linféticos y ademis 6rganos viscerales. Ocasionalmente cuerpos 1ipidi

cos laminados son vistos en estas c&lulas [22, 39].

Fig. 21. Histiocito espumoso,

Gll Juvenil o Tipo 2:

El comienzo es tardfo, el curso es m&s lento, y -
las anormalidades 6seas son mSs leves, El apetito es bueno, el peso ganado es
adecuado y el desarrollo mental no est8 retrasado, en el primer afio. la ata—
xia locomotora en el primer afio de edad es el afntoma inicial. Estrabismo in-
terno, pérdida de la manipulacién coordinada en los movimientos de las manos,-
-pérdida del habla, debilidad moderada y generalizada en ambas extremidades su—
periores e inferiores son los sin‘toms tempranos. El deterioro mental y motor
progresa répidaemnte,. Existe pérdida sensorial, falta de inter&s y letargo, -
espasticidad progresiva de extremidades superiores e inferiores, y con el tiem
po un estado de rigidez cerebral es al do. A £r es ocurren des

pués de los 16 aiios de edad y puede constituir un problema mayor. Infecciones

recurrentes, especialmente la bronconeumonfa, son problemas contantes y pue-

den ocasionar la muerte. No son evidentes rasgos faciales duros. Llas cérneas

estén usualmente claras, la retina y mfcula parecen normales; puede ocurrir

ceguera. Los linfocitos estén vacuolados, y los histiocites espumosos apa-~

recen en la médula &sca. La hepatoeplenomegalia est§ ausente., Las alteracio
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nes 6seas pueden aparecer desde los 7 meses de edad:y presentarse antes de la
sintomatologfa neurolbgica. Los cambios patoléﬁicos incluyen 1ipidosis neuro-
nal, histiocitosis visceral aunque no tan ﬁorida como en la forma Infantil, y
el gumento citoplasmitico del glomérulo renal; que son similares a los de 1la -
forma Infantil {97]. ’
Gangliosidosis GMZ.
- Enferwedad de Tay~Sachs (GH2 Tipo 1):
. Existe debilidad motora eatre los
3 y 6 meges de edad; reacciones de sobresalto, pero no necesariamente con rui-
dos fuertes, son caracterfsticas de signos tempranos, Despubs de los 6 meses
de edad, la estabilidad motora es obvia, El nifio puede gatear, sentarse solo
y se esfuerza por mantenerse de pie, pero usualmente no puede caminar. El .de—
.terioro motor y mental progresa r&pidamente después de 1 afio de edad., La ali-
umentacifn llega a ser un problema debido a 1a deglucibn con dificultad, El 'tg
no muscular es pobre, se desarrolla parflisis generalizada, Despufs de los 18
meses existen: sordera, convulsiones, ceguera, espasticidad y un estado de ri-
gidez cerebral. La muerte usualmente es debida a bronconeumonfa {16].

Muchos pacientes tienen cara de "mufieca” con apariencia pSlida, piel trans
1lGcida, pestafias grandes, pelo fino y delicada coloracién rosada., Manchas ro-
jo-cereza en la regifn macular estfn presentes en cerca del 95X de estos pacien
tes, Esta lesifn puede parecer una mancha pintada en los primeros dfas de vi-
da, pero gradualmente se desarrolla dentro de una mancha definida circular ro—
ja dentro de un halo blanco; mis terde la mancha 1lega & oscurecerse conforme
se degenera la micula y venas blanquecinas opacas a lo largo de los vasos pue—

* den aparecer [97]. '

Los cambios patolsgicos incluyen lipidosis neuronal sobresaliente. E1 ci
toplasma de muchas neuronas est8 lleno y distendido, el nficleo es desplazado a
la periferia, CCM se acumulan dentro de las neuronas, estos tienen un espesor
de 50 § (Fig. 20). Los cuerpos tienen intensa actividad de fosfatasa &cida y

después de aislarlos se ha comprobado que tienen una gran cantidad de mz. 1a

q d

ia a una

.desmielinizacisn central ocurre y parece ser acidn axo
nal, Los cambios patolSgicos no son evidentes en Srganos viscerales, y la glio

sis cortical es prominente [79],
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- Enfermedad de Sandhoff (GM2 Tipo 2):

Fl aspecto clinico y patoldgica -
es similar a los de la E,T.S. La debilidad motora aparece dentro de los prime
ros 6 meses de edad. Reacciones de sobresalto provocadas por ruidos, ceguera
temprana, deterioro mental y motor progresivo, aspecto de "mufieca", mancha ro
jo—cereza y macrocefalia estdn presentes. Linfocitos vacuolados no son promi-
nentes., Histiocitos espumosos ocasionalmente han sido encontrados en la médula
6sea. La muerte es debida a bronconeumonia., Los cambios patoldgicos en la —
corteza casi son idénticos a los de la E.T.S. La lipidosis cortical, cerebral,
espinal y en neuronas autbnomas es prominente, Histiocitos vacuolados estén -
presentes en pulmones, bazo, nédulos linfitricos y médula 6sea; pero el grado -
de histiocitosis es menor que el observado en las enfermedadés- de Gaucher y -
Niemann-Pick. La vacuolizacién de células del epitelio tubular del asa de Hen
le renal puede ser prominente. Estudios ultraestructurales revelan inclusiones

laminares intracelulares, en dichas células [97].

~ Gangliosidosis Juvenil (GM2 Tipo 3):

Aparece entre los 2 y 6 aiios de
edad. La ataxia locomotora es el sintoma inicial mis prominente; pérdida del
habla, progresiva espasticidad y ataques motores menores siguen. Todos los -
pacientes presentan rigidez cerebral. La ceguera ocurre en forma tardfa compa
rada con la E,T.S. y Sandhoff,la atrofia &ptica con retinitis pigmentosa puede
estar en los estados terminales de la enfermedad, pero la lesi6n macular ha si
do reportada s6lo una vez. La muerte es debida a bronconeumonia secundaria. -
Hepatoesplenomegalia, deformaciones 6seas, vacuolizacién de linfocitos y célu-
las espumosas.en la médula &sea no han sido descritas. La lipidosis neuronal
es prominente, las neuronas contienen inclusiones citoplasmiticas tipo mixto.-
CCM, similares a los de la E.T.S. y Sandhoff, estén presentes, pero otros cuer
pos, con una ordenacidn mds al azar, llamados cuerpos laminares pleombrficos -
estén también presentes. La histiocitosis visceral no ha sido descrita [67].

— Gangliosidosis Crénica (GH2 Tipo Adulto):

Deterioro progresivamente -
lento al caminar y en las posturas; atrofia muscular, pies caidos, ataxia me—
dia, rasgos disténicos, todo ello sugiere una degeneracién espinocerebral. La
visibén e inteligencia son normales, existe decremento de hex A en suero y leu—
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cocitos, El tejido cerebral contiene elevados niveles de G”Z' pero se creec que
esta gangliosidosis se presenta como consecuencia de un problema de degenera—
cibn cerebral o cerebelar familiar, por lo tanto, no se ha establecido si se -
trata de una gangliosidosis (;M2 neta, ademis el nimero de pacientes es muy ba-
jo [97).

2,3,5 INCIDENCIA.

La gangliosidosis se produce principalmente en nifios de ori
gen judfio, raza Ashkenazi Jewish; aunque se ha registrado en todos los grupos
étnicos, pero la frecuencia en individuos no judfos es 100 veces menor que en
los Ashkenazi Jewish [68].

Aunque la distribucidn a nivel mundial, sobre todo de la E.T.S., comprende
pacientes de origen: Italiano, Francés, Espafiol, Inglés, Hiingaro y Puerto Ri—
quefio [16, 68, 106].

2.3.6 PRONOSTICO.

- GM] Infantil: Generalmente mueren entre 1 y 2 aiios de edad debido a
bronconeumonia.

- GMl Juvenil: En estos pacientes el promedio de vida alcanzado varias en
tre los 3 y 10 afios,

~ Tay~Sachs: Los pacientes usualmente mueren por bronconeumonia miximo
a los 3 afios de edad.

- Sandhoff: La muerte ocurre cerca de los 3 afos de edad.

- GM2 Juvenil: La muerte sobreviene entre los 5 y 15 afios de edad, en for
ma daria a la br fa [97].

2.3.7 DIAGNOSTICO.

-~ Gangliosidosis GMl:

En esta enfermedad la actividad beta-galactosidasa
estd disminuida hasta menos de 0.1% de lo normal en el cerebro, higado y fibro
blastos cultivados. La actividad beta-galactosidasa es también deficiente al
utilizar keratdn sulfato enlazado a glicoproteina almacenada y asialofetoina
como sustratos. Usando GP‘Il y beta-galacto?irunﬁsido (Fig. 22), existe una sev
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vera deficiencia de la beta-galactosidasa en fibroblastos de piel cultivados.

El diagnéstico de la Gl"ll puede ser confirmado por ensayo de la beta-galac
tosidasa en leucocitos, orina y fibroblastos de piel cultivados. Un sustrato
histoquimico itil es el 5-bromo-4-cloro-3-inoilil-beta-D-galactsido, donde las
células de individuos afectados fallan para hidrolizar este compuesto hasta un
derivado indol colorido [91, 107].

O KL St e+

# - Galadop: ru\‘tﬂ:“ ' (mr

Fig. 22, Sustrato cromogénico artificial para el diagnéstico de la GMl.

- Gangliosidosis GMZ:

Las dos isoenzimas hexosaminidasas: hex A y hex B,
estéin presentes en la fracci6n lisosomal, pero pueden separarse mediante croma
tograffa de columna por intercambio iSnico o electroforesis en gel-almidén. La
hex A, est8 cérgada mAs negativamente y es mis 18bil que la hex B, ambas se —
han encontrado en células y flufdos humanos normales (excepto en eritrocitos)
tales como:leucocitos, suero, orina, l&grimas, fibroblastos de piel cultivados,
fluido amnidtico y células amnibticas cultivadas [71, 78].

En la E.T.S., la actividad de la hex A, est8 casi ausente. La deficiencia
se demuestra usando 4-metilumbelliferil-2-acetamido-2-desoxi-beta-N-glucopira—
nésido como sustrato (Fig. 23):’

CNgOH °“:°"

& - Metilumpotlitoril — 2 — gcotemids — 2 = donoxi- I-D-.Iln.in_n'dn

Fig. 23. Sustrato fluorogénico artificial para el diagndstico de la E,T.S.

En el cerebro la actividad de hex B en la E.T.S. se incrementa casi 10 ve
ces el valour normal, debido a la estimulacin lisosomal seccundaria para el a].-.-
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macén de ganglidsidos; después la actividad de otras hidrolasas lisosomales son
también incrementadas, pero la actividad de la hex B no se incrementa en teji—

dos donde el almacén de gangliésidos es minimo. La deficiencia de hex A persis
te en fibroblastos de piel cultivados durante muchas generaciones, asf como en

suero fetal de la E.T.S., y el ensayo puede hacerse usando suero de cordén umbi
lical al nacer; esto es especialmente @itil con enfermos T.S. que no tienen man

cha rojo-cereza en el ojo [78, 79].

2.4 LEUCODISTROFIA METACROMATICA.
(SULFATIDOSIS)

2.4.1 HISTORIA,

La tincién metacromitica del sistema nerivioso de un paciente
con esclerosis difusa fué reportada por Alzheimer en 1910, En 1921, Witte re-
portS un paciente similar con una acumulacién de material metacromitico en la
pituitaria, hfgado, rifién y testiculo. La descripcién detallada de una leuco—
distrofia progresiva familiar en un nifio fué hecha por Scholz en 1925, Un sig-
nificativo avance bioquimico fué hecho en 1958 cuando Jetzkewitz y Austin inde
pendientemente reportaron gran exceso de sulfitidos en tejidos de pacientes -
con leucodistrofia metacromdtica, La acumulacidén de este 1lipido Acido causa la
metacromasia caracteristica de la enfermedad. Estas observaciones han sido -
confirmadas, y esto parece ahora apropiado para referirse a esta condicién como
lipidosis de sulfdtidos. Desde entonces, los conocimientos acerca de la enfer
medad leucodistrofia Metacromitica (E.L.M.), se ha incrementado ripidamnete —
[97].

2.4,2 DEFINICION.
La deficiencia de arilsulfatasa A (denominada también sul-

fatasa), es la base de la Leucodistrofia Metacromitica (L.M.), una enfermedad

por depbsito de lipidos. La enzima recibe este nombre ya que su actividad ca=-
talitica se valora generalmente empleando como sustrato ésteres del arilsulfa-
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to. Existe pérdida de mielina en nervios periféricos y SNC. Los tipos de -
E.L.M. asociada con deficiencia especifica de arilsulfatasa A son mis comunes,

y estdn subdivididos de la siguiénte manera: [97]

~ Forma Infantil Tardia
- Forma Juvenil
— Forma Adulta.

2.4,3 PATOFISIOLOGIA.

Sulfolfpidos,

Este término es aplicado a todos los lipidos que contienen azufre, La -
Fig. 24 muestra las estructura de la mayorfa de &stos encontrados en tejidos
de mamiferos, y en todos estos 1lipidos el azufre existe en forma de sulfato.

Los sulfolfpidos existentes se dividen en 3 clases de compuestos:

1) Esfingolipidos sulfatados:

galactosil-sulfatido y lactosil~sulfAtido;
son los mayores en el sistema nervioso, y son de gran importancia en la L.M,.-
En estos compuestos el sulfato estd siempre enlazado a la galactosa media del
esfingolipido.

2) Sulfatos Esteroides:

son de particular importancia en la gléndula -
adrenal, testfculos y placenta; estéin normalmnete presentes en el plasma, eri-
trocitos y el cerebro. En muchos pacientes con L.M. su metabolismo no estd —
afectado, pero algunos de los sulfatos esteroides se acumulan, refiriéndose a
una deficiencia miiltiple de sulfatasa.

3) El azufre ha sido encontrado en ciertos glicerolipidos conteniendo ga
lactosa. Normalmente estas sustancias estin presentes en pequefias concentra—
ciones en el sistema nervioso y en testiculos después de la pubertad. El cata
bolismo de estas sustancias estd también daidado en la L.M., [58].

Galactosil y Lactosil-sulfitidos, son el producto de una serie de reaccio
nes, pero el orden predominante de adici6n de varios compuestos (acil-galacto-
sil sulfato) hacia la gran base de esfingosina in vivo no es todavia encontra-
do, ni es sabido si la misma secuencia de reacciones existen en todos los 6rga
nos, Sin embargo, varias reacciones alternativas se dan en la Fig. 25, cada -
una de estas han sido demostradas in vitro en vertebrados, usualmente mamife-—
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ros y algunas enzimas han sido parcialmente purificadas y caracterizadas {108].

on
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Galactosil-sulfatido; Sulfato-cerebrésido; Galactosil-3-sulfatoceramida.
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‘Lactosil~sulfitido; Galactosil-3-sulfato~glucosilceramida.
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Sulfogalactoglicerolipido; Sulfoglicerogalactolipido; Seminolipido.

o

HSO0Q

Colesteril-sulfato.
Fig. 24, Estructura de algunos Sulfétidos.

La asociacién de la acumulacién de sulfolipidos y la deficiente actividad
de arilsulfatasa A (ASA) en la L.M., 1llevdé a la conclusién de que el sulfti
do es el mayor sustrato fisiolfgico de esta enzima. Sin embargo, se ha en—
contrado que existe la deficiencia de otras sulfatasas, algunas de estas di—
fieren mucho con respecto a su solubilidad, localizacidén subcelular y especi~
ficidad de sustrato. Diversos estudios descubrieron dos tipos de sulfatidasas
en mamiferos, las cuales utilizan arilsulfqtos como sustratos, designadas coma
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arilsulfatasa C (ASC), ([7].
la Tabla 5 resume algunas de las caracteristicas de arilsulfatasa A, B y
C, e indica los sustratos naturales conocidos:

SUSTRA AT NATURALE

i$:

su) Tt 1de
tosy l-esfingozing
Ctu';ll'er“"‘llpl- )
droaca--oul fat

t -ulran
Condreitir-4-cultfata

Dahiidrosz rdraoctercra-sul fata
ta sul
Ardraztencdiol -4
Ectronz-zul fate

Colezteril-zul fata

Arilsulfataza
(myzrasamel)

Tabla 5. Caracterfsticas de arilsulfatasas humanas.

Las concentraciones mis grandes se localizan en rindn, higado, péincreas,
bazo, corazén y pulmones contienen entre 1/5 y 1/10 del mivel encontrado en ri
fion, Los leucocitos humanos, fibroblastos de piel y el suerc también contie--
nen ASA. Existe una estrecha interrelacién entre las sulfatasas esteroides y
el grupo de enzimas con ASC; quedando indicado por el hecho de que no sdlo hay
deficiencias de ASA y ASB; sino también de ASC, responsable de ia hidrélisis -
de algunas sustancias (ver Tabla 5), en problemas de sulfolipidosis [97].

En la L.M., el dafio mis severo ocurre en la materia blanca del SKC, aun—
que también se encuentra involucrado el sistema nervioso periféfico, ciertos -
grupos de neuronas y Organos viscerales. Los exfmenes muestran que la materia
blanca de enfermos estd mis firme que la normal, tiene coloracifn gris o algu-
nas veces café, y las regiones severamente afectadas pueden presentar cavidades
ademds tiene pérdida de la cubierta de mielina, un disminufdo nGmero de oligo
dendrocitos, y una gran acumulacidn de masas granulares esféricas de material
lipfdico midiendo de 15 a 20 micrémetros de didmetro.  EStas masas pueden con
tener macrdfagos, los cuales son prominenetes en esapacios perivasculares, o
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pueden estar libres dentro de tejidos. Los granulos e inclusiones sun 1lamati
vamente metacromiticos, y esta carocteristica es responsable del nombre asigna
do a este desorden {64},

Los cambios en los nervios periféricos son similares a aquellos dentro de
la materia blanca centra, y esto ha permitido el uso de biopsias de nervio pe-
riférico para diagndstico. Varios grados de deswmielinizacién son observados,
acompasiados de una acumulacidn de grénulos metacromdticos dentro de las célu-~
las de Schwann y fagocites. Se ha reportado que la lesién del nervio periféri
co en la L.M, es una desmielinizacidén segmeniada, el término "segmentadd' se re
fiere a la porcién de vaina de mielina (y ax6n) situados dentra de dos nodos ~
contiguos; cada segmento de mielina estd siruado dentro del citoplasma de una
c&lula de Schwann; ésta filtima contiene inclusiones metacromiticas, las cuales
son producto del metaholismo de la célula, no fragmentos de mielina rota {5].

En los §rganos viscerales involucrados, se observa que el material metacra
mitico estd presente en el citoplasma de la célula epitelial en los tilbulos del
rifibn ; en las asas se Henle y en los tdbulos colectores, pero no en el gloméry
lo. En ningfin paciente ha habido evidencia de dafo en la funcibn renal. Un mo
derado nimero de granulos metacromdticos son vistos en histiocitos en la regién
portal, en las células epiteliales de ductos intrahepiticos biliares y menos ~
frecuentes en las células de Kupffer y parenquimales, particularmente aquéllas
de las zonas periféricas de el 16bulo. La acumulacidén del material metacromi-~
tico en los testiculos se ha reportado sdlo en pacientes adultos, especnldndose
que el lipido metacromftico es un seminolipido, en vez de un sulfitido; pues el
catabolismo del seminolfpido estd dafado en la L.M., 8ste es formado en los tes
ticulos después de la pubertad. En el SNC, las inclusiones son mis prominentes
dentro del citoplasma de oligodendrocitos y astrocites. Casi todas las inclu-~
siones estdn rodeadas por una membrana unitaria, la cual incluye la actividad
de la fosfatasa dcida. Notando dos tipas de inclusiones oligodendrogliales; el
primero es pequefio, redondo, laminado concéntricamente con medida de 58 R, EI
segundo tipo desplegado perpendicularmente con medida de 100 1. 1 primer ti
po de inclusifn es también observado en otras lipidosis, mientras que el segun
do se presenta s6lo en tejidos de enfermos con L.M., y llega a ser pronunciado
en la enfermedad avanzada. Por otro lado, en la forma Infantil tardia de lu ~
L.M., los niveles de sulfitidos en la materia blanca son de 3 a 10 veces mis de
lo normal. Los niveles de cerebrdsidos estdn disminufdos, variando entre menos
del 10 y 50% de lo normal, Como resultado, la proporcidn de cerebrésidos a ~~
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sulfitidos provoca mis anormalidades en tejidos con L.M. [97].

En el Adulto con L.M. las anormalidades quimicas en la materia blanca son
menos severas que en el tipo Infantil, Expresado como un porcentaje de peso -
seco, el nivel del sulf&tido puede est.nr moderadamente incrementado o disminuf
do. La proporcisn cerebrfsido/sulfStido ha sido normal en todos los pacientes
adultos; eato ha variado entre 0.4 y 1.4, comparado con la proporcién normal -
de 4, La materia gris puede tener niveles incrementados de sulfétidos mucho -
ufs elevados que la forma Infantil Trdfa. Esto puede relacionarse con la obser
vacibn de que los tejidos con ia Forma Adulta de L.M. pueden mostrar acumula—
cidn de 1fpidos metacromfiticos en neuronas corticales, esto usualmente no suce
de en la forma Infantil. Lo que también se ha reportado es una disminucibn de
l1a larga cadena de &cido graso, y de &cidos grasos insaturados que refleja la
pérdida de mielina [97].

Por otro lacio. los problemas de patogénesis, 8rganos y tejidos afectados,
puede ser dividido en cuatro categorfas: .

1. Tejidos que muestran poca o ninguna acumulacién de sulfitidos y no exis
te dafio en dichos tejidos: corazén, bazo, piel, médula 8sea y tracto intestinal.

2. Tejidos en los cuales hay acumulaci6n de sulfitidos, pero no dafio dewos
trable de funciones. Estos tejidos incluyen: hfgado y rii8n; é&ste Gltimo mues
tra una acumulacién relativamente mfs grande de sulfftidos que el cerebro, el
daiic en la funcibn renal no ha sido reportado. Esto indica que la acumulacién
de sulfitidos no es por sf daiiina, al menos para algunas c€lulas. Posiblemente
1a tolerancia del riiibn hacia sulfitidos se relaciona con el hecho de que las '
c€lulas epiteliales tubulares m8s involucradas pueden ser excretadas por la —
orina. Es posible que todos o la mayorfa de los sulf&tidos acumulados en el -
-rifi6n sean producidos en este Srgano, antes que hayan sido transportados desde
el cerebro, ademis de que la composicibn de &cidos grasos (sulfitidos) es dife
rente. )

3. Tejidos en los cuales hay acumulacién de sulfdtidos y evidencia de da-
fio en la funcién, pero lo cual no parece contribuir en el desenlace fatal de -
la enfermedad, Esto se aplica a la vesfcula biliar, que muestra acumulacién -
de sulfftidos y daino funcional progresivo. El mecanismo de disfuncitn es debi
do a la acumulaci6n masiva de 1ipidos que podria dafiar la contraccibn, absor—-
cibn y funciones secretoras de este &rgano.

4. Materia blanca del sistema nervioso, la acumulacidn de 'sulf&tidos y la
desmielinizacifn se encuentra en este tejido. La mayor incapacidad de la L.M.
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es -debida a la desmielinizacibén., Se consideran tres posibles mecanismos para
el agotamiento de mielina en la L.M.:

a) La mielina aislada de tejidos proc.edentes de 1a L.M. (postmortum), ha
sido mostrada por temer una composicién anormal; es posible que la mielina de
la L.M. sea menos estable que la mielina normal,

b) El agotamiento de la mielina puede ser secundario a los sulfftidos que
inducen dafio a las cflulas responsables de "mantener 1a mielina", las c&lulas
de Schwann en el SNP y los oligodendrocitos en el SNC,

c) El agotamiento de mielina puede ser debido s la acumulacién de otro, -
como sustancias tSxicas no identificadas todavia {64, 97].

Se plantes que la marcada anormalided en la proporcién cerebrfsido/sulfa-
tido demostrada en la L.M,, contribuye sl sgotamiento de la vaina de mielina,—

Reci se ha prop o que los sulfftidos juegan un papel dentro del -~
trensporte de iones sodio. La carga negativa debida a exceso de sulfétidos de
berfa atacar cationes; los resultados sugieren que el incremento en la concen-
‘traci6n de cationes daiia la estructura y funcibn de mielina. No se sabe si 1a
mielina en 1a L.M, cuando es formada, muestra el mismo grade de anormalidad que
postmortum, o si llega 8 ser progresivamente m&s anormal conforme avanza la en
fermedad, Se acepta la segunda posibilidad, pues el comienzo de sintomas clf-
nicos casi siempre se desarrolla hasta que el paciente tienc algunos afios de -
edad, sugiriendo que en estos pacientes las funciones de la mielina son norma-
les por un tiempo al menos. La segunda posibilidad de que la composicibén de -
la mielina de la L.M. llega a ser progresivamente mis anormal en las enfermeda
des avanzadas, parece ser el principio una variedad normalmente muy lenta o ca
si no existe renovacién de sulfétidos de mielina. Estudios experimentales in—
dican que haﬁ, aunque muy lenta,renovacidn de sulfadtidos de mielina, e incre—
mento de la misma con elltiempo {76].

Un segundo mecanismo, el cual puede ser el responsable del agotamiento de
mielina en la L.M. es el dafio progresivo de aquellas células las cuales mantie
nen la miclina, aunque todavia desconocida su influencia tr&fica. Le vaina de
mielina del sistems nervioso consiste de membranas plasmiticas compactas perte
necientes a oligodendrocitos, y una anfloga relacién existe entre la célula de
_Schwann y 1la mielina del nervio periférico. Finalmente se recordar8 que los —
nervios periféricos en la L.M., muestran un patrbn de desmielinizacibn segmen—
tada; este término se refiere a que el dafio en la mielina ﬁuede estar presente
en zonas con una c&lula de Schwann particular, Las células de Schwann y oligo
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dendrocitos son conocidos por tener un recambio activo de sulfitidos., La acu~
mulacién de &stos dentro de las células en la L.M. serfa una consecuencia inme
diata de un defecto metabSlico, Tedavia no se identifica el grado de acumula-
cién de sulfdtidos dentro del citoplasma de estas cé&lulas que pueden entonces

interferir con energia de metabolismo, as{ que las funciones tr6ficas postula-
das para la mielina se mantienen suspendidas [5].

Un tercer posible mecanismo para la degeneracién de mielina en la L.M., -
es que se debe a la acumulacién de un producto téxico, ademis de sulfitidos. -
Se ha demostrado que en la L.M. hay una deficiencia de la enzima sulfogalacto-
sil esfingosina sulfatasa, Esto puede conducir a la acumulacibn de sulfogalac

tosilesfingosina, un comp o estrech e relacionado con la galactosil-es—

fingosina, la cual es conocida por ser altamente citotdxica [32].

2.4,4 SINTOMATOLOGIA CLINICA.

En las sulfatidosis, la caracteristica clfinice
comiin es la de producir una afeccién predominante en la sustancia blan-
ca y el SNP, siendo su semiologia superponible a la de las localizaciones nor-
males de los sulfatidos [97].

- Leucodistrofia Metacromitica Infantil Tardia.

La edad de comienzo es ~
mis tardfa que en la enfermedad de Krabbe o en la E.T.S. Es una enfermedad neu
rolégica progresiva y dolorosa. El desarrollo inicial es casi siempre normal.
El curso clinico de esta enfermedad se ha subdividido en 4 estados, los cuales
se basan en el grado de incapacidad motora:

‘Estado Clinico 1. Es cuando la enfermedad llega a ser evidente. Los pa-
cientes tienen debilidad e hipotonfa en ambas piernas o de las 4 extremidades.
Los reflejos pueden estar disminufdos o ausentes. El niiic que ha aprendido a
caminar llega a presentar inseguridad y requiere de soporte para permanecer de
pie o caminar. En algunos casos los signos del nervio periférico invelucrado
anteceden clfinicamente a la evidente disfuncidn del SNC. Puede incrementarse
el tono muscular pero sin exagerar reflejos. Hasta que el progreso de la en—
fermedad 1lega a ser claro, puede diagnosticarse como "parilisis cerebral". La
ataxia estd presente en algunos casos pero es pequeila y no ficilmente reconoci
da. La duracidn de este estado cs de 15 meses . '

Estado Clinico 2, El paciente puede sentarse pero no estar mucho tiempo
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de pie; la regresidn es obvia, deterioro en el habla; la hipotonia es reempla-
zada por hipertonia, particularmente en las piernas. La ataxia es ahora muy -
aevidente, Los reflejos continiisn disminuyendo o estdn ausentes. Dolor inter-
mitente en brazos y piernas es una caracteristica frecuente. Este estado pue-
de ser de corta duracifn, en algunos pacientes es de algunos dias, lo mis comin
es de 3 a 6 meses,

Estado Clinico 3. El nifio estd en cama y cuadriplégico; el tono muscular
es variable. Hay dificultad para alimentarse y en mantener la via adrea debi-
do a una combinacidén de paralisis bulbar o pseudobulbar, Puede tener atrofia
Sptica. La deficiencia mental es mucho mds severa; pero estos nifios pueden tg
davia ser capaces de sonveir y hablar. Los reflejos estén casi ausentes. Es-
te estado permanece de 3 meses hasta 3 1/2 aiios,

Estado Clinico 4. Es el estado final del paciente que pierde todo contac
to con su medioc embiente; estd ciego, sin movimientos voluntarios y sin apeti-
to, Puede alimentarse a través de sondas. Este estado final (vegetativo) pue

de permanecer largo tiempo, desde 7 meses hasta 17 aifios {43, 97].

- Leucodistrofia Metacromidtica Juvenil.

Existe un considerable afimero de
casos con comienzo entre edad de 3 a 21 afos; y se puede dar una descripcién -
clinica clara, pero no permite confundirla con algiin estado de la enfermedad -~
Infantil o Adulta, El progreso de las manifestaciones clinicas es intermedio
entre la forma Infantil (donde los sintomas iniciales estdn en la esfera moto-
ra) y en la forma Adulta (donde las anormalidades iniciales estdn en la esfera
intelectual y motora). Los sintomas pueden ser: fallas en la escuela, distur~
bios emocicnales o desdrdenes al caminar, Signos de disfuncidn extrapiramidal,
tales como anormalidades posturales o topo muscular incrementado; son més comy
nes que en la forma Infantil, Nistagmus e intencidn de temblor ocurren fre-—

cuentemente [43].

~ Leucodistrofia Metacromitica Adulta.

Las manifestaciones clinicas apa-
recen haata después de los 2§ afos. Aungue la edad en que aparecen los sinto-
mas iniciales varia entre 19 y 4b afios. Pruebas de memoria y funcidn intelec-
tual muestran signos de demencia; exigsten signos de disfuncidn motora, que in-
cluyen lentitud general en los movimientos, habla imprecisa. Reflejos hiperac
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tivos y el tono muscular estf incrementado siempre y cuando la velocidad de con
duccién de nervios periféricos esté disminuida, e indica que en esta forma de
la enfermedad las manifestaciones del sistema piramidal o extrapiramidal exce-
den aquéllas debidas a nervios periféricos involucrados. Los cambios patoldgi
cos en nervios periféricos son parecidos & los de la forma Infantil. Moderado
nistagmus, ataxia truncal, e intencibén de temblores, pueden estar presentes. -
Pueden ocurrir ataques durante estados tardfos de la enfermedad;en el estado -
final el paciente estd severamente deteriorado, incontinente, mudo y ataques
generalizados. Se dice que la velocidad de conduccibén disminuida en los ner—-
vios periféricos representa una importante gufa, pues en muchos desbrdenes de
demencia o en esclerosis miltiple, los nervios periféricos no tienen su funcién
afectada. Los diagndsticos premortem incluyen demencia, esquizofrenia y escle
rosis miiltiple; solamente en una minoria de casos se ha hecho el diagnéstico —
correcto antes de la muerte [16, 33, 97, 109]).

2.4,5 INCIDENCIA.

La incidencias de la forma Infantil Tardfa ha sido estimada
en proporcién de 1:40,000 en Suecos. La forma Juvenil ocurre en casi la cuar-
ta parte de la proporcién anterior. La incidencia de la forma Aduita no na si
do determinada, pero parce ser una forma mfs rara. Los pacientes con L.M. han
sido reportados de: Dinamarca, Inglaterra, Francia, Alemania, Hungria, Japdu,
Noruega, Rusia, Espaiia, Suecia, Yugoslavia; y una variedad con antecedentaos ra
ciales en EStados Unidos [97].

2,4.6 PRONOSTICO.

La enfermedad sigue un curso de deterioro neuroldgico pro—
gresivo conduciendo a la muerte entre 1 y 4 afios. Algunos casos pueden comen—
zar después de la nifiez, prolongdndose - su curso por varios afios [4, 87, 97].

2.4.7 DIAGNOSTICO.

El diagndstico de la L.M. se establece poniendo de mani-
fiesto la presencia de concentraciones elevadas de sulfitidos en la orina de -
pacientes; se ha descrito una disminucién de la actividad ASA en la orina de -
algunos pacientes. En algunos casos se practica una apendicectomia diagndstica
para determinar la existencia de grinulos metacromiticos en los nervios que -
inervan el apéndice, Un método de diagnbstico mucho mfs simple comsistc en la
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determinacién de la actividad ASA en leucocitos circulantes {86].

La actividad de la fosfatasa dcida puede estar incrementada. E1 diagnés—
tico enzimitico se realiza por medic de sustratos artificiales: pNCS (paranitrg
trocatecolsulfato) (Fig. 26) o 4-MUS (4-metilumbelliferilsulfato); estos sustra
tos son atacados por ambas arilsulfatasas A y B, s6lo que la primer enzima se
encuentra deficiente en pacientes con L.M., para resolver este problema se tie
ne que el pH Gptimo de ASA es aproximadamente 5 y que para ASB es 6; por lo que
solamente 2% de la actividad a !)ll 5 se atribuye a ASB; debiendo enfatizar que

este ensayo fué designado solamente para usarse con orina [97].

Color: eamerilio omoriiio (pH:56-6) rojo (pH:11-12}
0S0, H OH -
OH OH (o
Suifotoso NoOH
NO, : NO, NO,
2-Midrexi-5- nitrotenlisulfato ‘4~ Nitreceteco! 4 - Nitrocatecoloto
(Suifoto de nitrocotecol) ( Nitrocatecol!) {onidn)

Fig. 26. Sustrato cromogénico artificial para el diagnustico de la L.M.

En adicidn al ensayo enzimdtico, se debe considerar que los tejidos y fluf
dos son mis apropiados pera el diagnbstico enzimitico de la L.M. Los ensayos i
niciales fueron aplicados a la orina debido a las sulfatasas; entre otras enzi
mas, encontrfindose en cantidades detectables en este fluido, surgiendo de célu
las de recambio o que migran dentro del tracto urinario. Los ensayos enzimiti
cos actualmente se realizan en leucocitos de sangre periférica o en cultivos -
de fibroblastos de piel. La L.M,, también se diagnostica midiendo la activi—
dad ASA en suero, esto tiene ia veataja de reducir tiempo y costo del ensayo -
enzimitico, y facilita gradualmente el dasarrollo a gran escala del método [6].

Los sulfitidos presentan tincién metacromitica (pardo dorada) con violeta
de cresilo al 1% (método de Hirsch-Peiffer). En vista de su contenido de hexo
sas, los sulfatidos dan ademis una reaccién positiva con la tincién de PAS [62,
104].
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2.5 ENFERMEDAD DE FABRY.

2,5.1 HISTORIA,

En 1898, Anderson, en Iriglaterra, y Fabry en Alemania, inde-
pendientemente describieron a pacientes con angiokeratoma corporis diffusum, -
Andersocn design a su caso como un angioketaroma, Fabry originalmente hace un
diagn8stico de pGrpura nodularia, perc subsecuentemente designf el nombre de -
angiokeratoma corporis diffusum, El paciente original de Anderson tuvo protei
nuria, deformidad de dedos, venas varicosas y edema en las plernas. Debido a
la proteinuria, Anderson sospech§ que la enfermedad serfa un desorden generali
zado y sugiri8 que los vasos anormales estarfan presentes en rifiones,asf como
en piel [97].

© 2.5.2 DEFINICION,

Esta enfermedad se debe a una acumulacisn de 1fpidos, pro-
ducida por depSsito de ceramida-trihex8sido (galactosil~galactosil-glucosil-ce
ramida) en diversos tejidos, en especial el rifi6n; lo anterior es debido a la
deficiencia de alfa-galactosidasa A, [4, 23],

2.5.,3 PATOFISIOLOGIA,

La deficiencia de actividad alfa-galactosidasa A en pa
cientes con enfermedad de Fabry (E.F.), conduce a una acumulacibén progresiva —
de glicolfpidos con residuos alfa-galactosil terminal en muchos tejidos no neu
ronales y flufdos del cuerpo. Estes sustancias estén estructural y metablica
mente relacionadas con la familia de compuestos "glicoeafingolfpidos", que son
de tipo neutro y se clt;sificen en algunas familias que se muestran en la Tabla
6, en base a la naturaleza de carbohidratos unidos y en la forma en que ellos
estfin ext e distribufdos en tejidos de mami

Adems.

se enlazan a otros.
feros como constituyentes normales de membranas plasmiticas y subcelulares, —
Los miembros de la familia globo est&n predominantemente en tejido ne neuronal,
en contraste con los ganglidsidos, que prevalecen en el.SNC. El glob&sido- (glo
botetraosilceramida) es el mayor glicoesfingolfpido neutro en el rifién normal

y eritrocitos, mientras que lactosil-ceramida es el mayor componente en leuco-
citos, plagquctas, higado, bazo y otros tejidos. En el plasma, Glu—Cer es el ~
principal componente, pero todos los 4 1fpidos de la familia "gloho", estén pre
sentes, distribuidos en las lipoprotefnas de baja densidad (LDL), [102, 103],
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FAMILIA ) ESTRUCTURA QUIMICA . NOMENCLATURA

Glu Bi—= I Cer Glucosiiceramide

Gal p1 —» 4 Glu Pr—el'Cer Lactosiicers
Giobo Gol @i —= 4 Gal Br—e4Glu p—I'Cer Globolrioosiicer

GolNAc B —*3Gol @i—=4 Gol Bt~ 46lu p1— Cer Globotetracsiiceremide

Gol Ppi—el'Cer Galectosilceramido
Sele Galct—e4Gal Br—=1i'Cer X Galabiosilceramide
68l NAc Bi—e 4 Gol Bi—— 4 Glu B1—iCer Gangliotriaosiicersmide
8angtio Gsl P 360! NAcBiI—= 4 Gol B1—» 4 Glu Bi— I'Cer Gangliotetraceilceramide
N . A .
Gol Pi—=3Glu NAc (4o j@ Fuc ) P1~— 36aiB— 4Gluf— I'Cor IO a- Fucesil~leetotetrassiiceremido
. ]
Lacto Gol &1 -—= 38ai (2=— (@ Fuc) §1 ~ 3 Giu NAc B1 —=38al Bi ~— 4 GiyBi—= I'Cer - e-Fucosti - 1€ - @ - Galectonil rassilceramido
Gal pi—= 4 GluNAc B —=30ci B —= 4Glufi—= ['Cer Lectoneotetreosilceremide
3
GelP1—= 3Gel Br —= 4GluNAc B1—= 306a!l f) —=4Giv f1—=1Cer I —P- Galactesil- lactensotetracsiiceramide
]
Locteneo Gal Bt —= 48IuNAc (3=— Il Fus) B1—> 3 GalB1—= 4Giu B1—= I'Cer IO-@- Fucosii-lactenestetrecsiicoramide
] .
Fucx1—>200IBi—> 4GluNAc Pi1— 3Gol 1 —> 4GiuPpt—=1{'Cer I -« - Fuoesii~lactensetetreosilceramide
] 3
Gol €1 —>36ei{2e— l& Fuc) Pi—> 4 0lu NAc B1—= 30ei Pr —= 4 0Iupi— I'Cer I~ a - Fucos!!—- XX — &~ @olactosilceramide
GelNAc €1 —= 38ai (2o | & Fus) Pi— 48lu NAc Pi——e 3Gealpr—= 4 01u p1 —= I’ Cor n’—c-ﬂ'lcalll-d—c-ﬂ— scetilgolactosamil - tactoneotetracsiiceramids

Tabla 6., Glicoesfingolfpidos Neutros de origen humano,

En el SNC, Gal-Cer es el mayor glicoesfingolipido neutro; estd asociado —
con mielina, pero también se ha encontrado en microsomas, fragmentos axonales
y nel:lronas. Pequeiias cantidades de gangliotriaosilceramida han sido obtenidos
a partir de cerebro humano normal, ellos estén asociados con enfermedad por al
macén de ganglisidos [102].

Lactoneotriacsilceramida es el mayor componente de eritrocitos. Es el
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miembro de mis bajo peso molecular de los grupos "lacto" y "lactoneo" con una
diferencia estructural entre familins “globo" y "ganglio"; parece ser el pre——
cursor metabSlice de glicoesfingolfpidos A, y B. El compuesto que sigue en més
alto peso molecular es el lactoneotetraosilceramida (paraglobssido), el cusl es
un constituyente de eritrocitos, esté en bajas concentraciones en leucocitos,
bazo, misculo y nervios periféricos. En general, tejidos epiteliales glandula
res tales como estdmago,.pAncreas ¢ intestino, son una rica fuente
de estos esfingolfpidos. los glicoesfingolfpidos neutrales son sintetizados —
por reacciones enzimfiticas sec\;cnciﬂles. Involucrando la adicibn de unidades
monosachridas hacia aceptores, los cuales son de precursores apropiados para —
cada enzima (Fig. 27): [97].

Los glicoesfingolfpidos son degradados por exo-glicosidasas especfficas —
(Fig. 28), las cuales son glicoprotefnas con pH &cido (6ptimo); ellas existen
predominante pero no exclusivamente en lisoscmas. MorfolSgicamente, la E.F, —
es caracterizada por depSsitos de glicoeafingolfipidos cristalinos muy extensos
en tejidos, loi cuales muestran birrefrigencia. El glicolfpido est§ deposita-
do en todas las Breas del cuerpo, predominendo en lisosomas del endotelio, y —
células del miisculo liso de vasos sangufneos; en un menor grado de células re-~
ticulares e histiociticas en tejido conectivo. Los depSsitos lipfdicos son tam
bién sobresalientes en c&lulas epiteliales de c8rnea, glomérulo y tfibulos del
rif6n, misculo fibroso del coraz6n y en c&lulds ganglionares del SNA, [59].

Individuos cuyo grupo sangufneo es tipo B parecen estar mfis severamente —
afectados, debido a la acumulacién adicional de glicoesfingolfpidos B-especifi
cos. la variacibn de 1la cantidad de esfingolfpidos depositados en individuos
afectados puede también resultar de la actividad alfa-galactosidasa A residual.
El origen de los sustratos glicoesfingolipides acumulados no ha sido completa-
mente clarificado. Hay una contribuci6n significativa de la sintesis endfgena
y acumulacifn lisosomal subsccuente de alfa-galactosil terminal conteniendo -
glicoesfingolipidos, siguiendo la autofagia de material membrancso celular con
teniendo estos sustratos lipidices [51],

La finlca distribucién celular y en tejido de Gal-Gal~Glu-Cer acumulada, -
particularmente en el epitelio vascular, sugiere que una significativa contri-
bucién intracelular pucde ser derivada de la endocitosis o difusién de Gal-Gal-
~Glu-Cer desde la circulacifn donde las concentraciones son de 3 a 10 veces mis
altas que en individuos normnles. Sin embarge, el origen de la Gal-Gnl-Glu-Cer
circulante no es conocido, hay al menos dos mecanismos que pueden ser postula-
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Fig .27. Posos en lo brosintests de glicoesfingolipidos neutros ¢ partir ' de Ceromido .

*APY
Gt 8 —= 1) Cor Jasiione

uor -0l
3-S50y Sel {—= Cor

Caramide palestaslitrensteraae

uoP-8in uop-ael
slusesiliransterase gelastesliirel
PAPS
Qale;~ 4 Boi 8= | Cor —gor T 350.-oa|¢,—-4o.;|.-—lcor
QfuB—=1Cor
['-Ld 1)

aeinstonitiremtortes TIPO GALA

Gel 8, —4 0l B;—Cor

VDR8I ghiasteslitranterass

w,—= 4GoiB ~=4GluB1—=1Cer

=001 NAe
vor -t
qetactesiitronstersse

0018) — 4 GIUNACS,— 3GalB —= 400, ~={Cor

N — Acstiigsiaciosemialirensferass
Gal B;—=30uNAC B —3001B —~ 40uB = iCor

WA B — 3Gal @— 4 Gal 8,— 4 Glu 8;—= 1 Cor .
s0P-funs
0P~ Fuc feenaiitransforans
fesestitransforars 0ol (2 o— & Fuc ) By—= 3 StuNAC 8, —=30016~—=40iv 9, —I1Cer

vor—oul

| —= 4 GalB, —e 40l 9 —= 1Cor
estestesiitraneteraes

Ac ) — 306iNACB —= 300l @
90112 -1 Fuc) B— ABWNACH— 3Gal By— 401uB~ 1 Cor co @~ 308l (2,_,,“,'I_‘“m“,.‘_.".,.l_.“,,.l_.,c,,

TIPO OLODLO
Srape Sengufsee 0

TIPO LACTO

uDP—8el ] gotactoshirensferass

uo P -8l NAs

M~ Asatilgstactosssinitiranterass
Gatg;—= 300l {2 @ Fuc) B, — 40lu NAc B — 30018 — 4GIu B, —e | Cor

300! (2o I Fuc)8 —4 0IuNAcl.—'SGula|——~4G|‘l5| —= 1Cor

G0l NAc |
Qrupe  Senguines s—1

rupo
TP 0 LACTONED



vTire

eLODdDO

GaINACE, —= 30¢1@, —= 4 0410,— 4 8iuB == ICor

~ 01 NAc | BN = esstimessoammialders

{

T -
| 8ot @ 4801 8 — 40148, — ICor |

TIPO

[0 @) — 40415, —iCor |

sl | @ gotostosiones’

QALA ool ] @ - gutaetosidase

00l By —=401yd,—= ICor

Qlud;~=ICeor

Gal 8~ 1Cer

Fig. 28.
-76-

J
Ceromide

~01u | B- ghusssitess

Catabolismo de Glicoesfingolipidos Neutros.

TIPO LACTYTONCE O

[8e1 @i 3001 (2= 1@ Pus) 8, —> 4 OluNAS B, 30418)— 40N 8 —iC |

- 0! | @ - guiosiesitess
Sal(2o—1 @ Fue) By~ 4 Q1uNASD,— 30418 — 4014 §; — [ Cor
=Fee | @~ L = funosifere

Gel B —=4QIUNACH, —= 3801 D, — ¢ 01u B, —1Cor

=861 | B~ gaiostonidose

Glu NAS 8,300l B1—= ¢8iIuD;—= I Cor

— alulAe



dos para explicar las concentraciones incrementadas en plasma:

- Pueden ser "excretadas" dentro de la circulacién a partir de lisosomas
secundarios de varios tipos de células de todo el cuerpo, puesto que el glico-
esfingolipido no puede ser catabolizado en la circulacidn, éste deberfa aéumu-
larse lentamente, reflejando una clase din&mica de recambio de varias cé&lulas,
la contribucidn de la exositosis y el tipo de captacidén dentro del endotelio —
vascular por endocitosis, captacién de lipoproteina o difusién .

-~ Alternativamente, se ha postulado que el globdsido eritrocftice (CGalNAc-
-Gal-Gal-Glu-Cer), que es el glicoesfingolipido precursor de Gal-GAl-Glu—Cer,-
puede ser el mayor origen metabSlico del 1fpido patogénico circulando.

El "globésido" es liberado dentro de la circulaciSn a partir de eritroci-
tos que envejecen, y subsecuentemente catabolizado en alguna parte hasta al-
fa-galactosidasa A conduciendo a un nivel incrementado de Gal-Gal-Glu—Cer (en
el plasma), el cual es primeramente transportado en fracciones de lipoproteinas
LDL y HDL; en proporciones normales a las del plasma normal, Lntonces la Gal-
-Gal-Glu—Cer circulando probablemente gana acceso hacia células vasculares en-
doteliales por un receptor que media la captacidn, asi como hacia células con-
tiguas epiteliales y de misculo liso de vasos sangufneos de todo el cuerpo, y
hacia las células endoteliales y epiteliales contiguas a los glomérules; sitios
que estdn involucrando Sreas m&s extensivas de depSsito de gliccesfingolfpidos
[s91. ,

Los depfsitos en otros tejidos pueden ser tambi&én derivados de una exten-
si6n menor a partir de una difusi6n de globdsido o Gal-Gal-Glu-Cer desde el —
plasma y flufdo intersticial. Los lisosomas de todas las células estdn defi~—
cientes en la actividad de alfa-galactosidasa necesaria para degradar glicoes-—
fingolipidos de el tipo "globGsido", la Gal-Gal-Glu~Cer intermedia se acumula
y es almacenada dentro de cuerpos multivasculares extendidos o, en grados més
avanzados, como masas intracitoplasmiticas libres las cuales pueden conducir a
disfuncidn o degeneracién celular., FEl metabolismo de al menos otros 2 compues
tos es también anormal, demostrindose por la acumulacidn de digalactosilcerami
da (Gal-Cal-Cer), y de sustratos antigénicos del grupo sanguineo B, Aunque la
cantidad total de glicoesfingolfpidos almacenados en un tejido dado depende del
tiempo, la velocidad de acumulacidn de origen intracelular y circulatorio, las
posibilidades para excresidn, y los tipos individvales A, B, O [51],

El modelo de acumulacidn de glicoesfingolipidos, predominanteménte en el
sistema cardiovascular-renal, esté putolﬁg{camente relacionado con las mayores
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manifestaciones clinicas de la cnfermedad. La dilatacidn, disminucién motora

e inestabilidad de los vasos sanguineos son las mayores caracteristicas de los

cambios fisiolégicos de la enfermedad. Células endoteliales hinchadas, frecuen
temente acompanadas por proliferacidn endotelial, invadiendo el lumen con un -

incremento focal de presidn intraluminal e isquemia periférica o infarto., Ta-

les cambios son frecuentemente los precursores de trombosis e infartos del ce~

rebro y otros tejidos. La isquemia de miisculo y nervio periférico puede contri
buir a dolor o fatiga. Las alteraciones observadas del control vasomotor pue-

den reflejar las lesiones vasculares o los extensos depdsitos glisoesfingolipi

dicos en céluals ganglionares auténomas y de cubierta perineural. La altera—-

cibn de la respuesta vasomotora ha demostrado vasoconstriccidn dafada. La le-

8i6n vascular combinada con lesién neural explica la intolerancia a la tempera

tura [103].

Las c&lulas nerviosas periféricas y centrales involucradas pueden ser las
responsables de la parestesia, dolor, hipohidrosis; tales como sintomas gastro
intestinales: naliseas y diarrea, y una variedad se signos y sintomas neuroldgi
cos del vago. Las fiebres episddicas pueden estar relacionadas con lesiones =
del hipotdlamo., Las observaciones de un decremento selectivo en el nfimero de
fibras no mielinizadas y poco mielinizadas en nervios periféricos, sugiere que
el dafio selectivo hacia las fibras puede ocurrir por la acroparestesia y pro—-
duccibn de dolor {35].

Los desdrdenes observados en la funci6n renal tienen sus bases en las le-—
siones de nefronas y vasos renales, y posiblemente en desdrdenes de pituitaria
posterior e hipot&lamo, Depbsitos de glicoesfingolfpidos anticipan signos y -
sintomas clinicos. Durante el periédo temprano, las lesiones de la vasculari-
zacién renal son menores que las de la nefrona, la estructura renal se mantie-
ne. Se observa ligera proteinuria y puede explicarse por la alteracién de las
células epiteliales glomerulares y sus procesos, o por descamacidn incrementa-
da de las células epiteliales tubulares cargadas de lipidos. La pérdida de cg'
pacidad de concentracién renal, con poliuria y polidipsia, puede ocurrir al —
avanzar significativamente el decremento de la filtracidn glomerular o eviden-—
cia de falla renal. El sindrome de diabetes insipida, no estd relacionado por
falta de transferencia de electrolitos en tibulos distales, pero puede resul-—
tar de la insensibilidad para la hormona antidiurética o la disfuncidn combina
da de las células renales y lesiones de los niicleos supradpticos (cargados con
glicoesfingolipidos), un centro antidiurético del hipot&lamo, Los cambios tar
dfos y mis severos son el resultado de lesiones vasculares y de hipertensign -
[103]., -78-



El dep6sito progresivo de glicoesfingolipidos en células del miocardio, en
fibroblastos valvulares y en los vasos coronarios, es la primera causa de la en
fermedad cardfaca. La trecuente hipertrofia del ventricule izquierdo e insufi-
ciencia mitral (vdlvula), estén probablemente relacionadas por el hecho de que
el miocardio ventricular izquierdo y la vélvula mitral son los sitios de mis -
marcado depGsito de Gal-Gal-Glu—Cer en arterias coronarias conduce a isquemia
miocardial e infarto, Los sintomas pulmonares han sido atribufdos a la vascu-
larizacion pulmonar o bronquial involucrada, y la glandula de la mucosa epite~
lial, El linfadema probablemente resulta de la obstruccién linfética o insufi
ciencia venosa secundaria por células endoteliales cargadas de lipidos. Repor
tes de crecimiento retardado, pubertad retrasada, barba anormal o fertilidad -
dafiada, asociada con un decremento de gonadotrofinas, puede relacionarse con -
observaciones de atrofia testicular o con almacenamiente de glicoesfingolipidos
en el 16bulo anterior y posterior de la glandula pituitaria o en las células ~
intersticiales de los testfculos [48, 94, 102, 110].

2.5.4 SINTOMATOLOGIA CILINICA.

Aparecen lesiones cutdneas usualmente en la ni
fiez o alrededor de la pubertad y consisten en aparicién de manchas que varfan
en tamafio, desde escasamente visibles hasta algunos milimetros. Ellas son rojo
claro y pueden llegar hasta azul oscuro, algunas estén cubiertas con una leve
costra. Son lesiones no punsativas, Tienden a agruparse cerca del ombligo, -
glande, escroto, asentaderas, caderas y muslos; pero ellas pueden aparecer en
cualquier parte, incluyendo la mucosa oral, Inicialmente se encuantran algunas
lesiones, pero conforme la enfermedad progresa ellas pueden aparecer en abun-.
dancia. Lesiones en piel pueden estar ausentes. La transportacidn esti en ocg
siones disminufda. El pelo puede ser escaso; parestesia en pies y manos, y —
episodios de muy severo dolor con ardor en las extremidades, acompafiado por fie
bre , pueden ser los sintomas tempranos que son acelerados por exposicién al -
calor o frio, o por esfuerzo ffsico, naliseas, diarrea y dolor abdominal son -
comunes, asi como dolor en miisculos y articulaciones, Los pacientes pueden que
jarse de vértigo, debilidad y dolor de cabeza. El edema puede ocurrir en la fs
1la renal o cardfaca. Venillas torcidas pueden encontrarse en la conjuntiva y
retina, Opacidad corneal es usual, asf como también en el cristalino se puede
encontrar. Hipertensién se puede desarrollar en personas de edad avanzada, y
puede ser la evidencia de infarto al miocardio, falla congestiva o enfermedad
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cerebrovascular, Se presenta albuminuria; células "mora" conteniendo glicoes-
fingolfpidos pueden encontrarse en sedimento urinario; hematuria; baja gravedad

especifica estable; azotermia y anemia [4, 97].

2.5.5 INCIDENCIA,

La enfermedad no es comiin; al parecer no existe predisposi
cibn racial. La alteracién metabdlica se hereda de forma ligada al sexo. Apa
reciendo los dafios graves en hombres. Las mujeres son portadoras asintomiticas
y desarrollan altqraciones leves que se limitan generalmentc a alteraciones -~

oculares y dermatolégicas [4, 16].

2.5.6 PRONOSTICO.
Frecuentemente la insuficiencia renal produce la muerte, -
casi siempre entre los 30 y 50 afios. El promedio de vida es mayor en las miuje

res, aunque raramente pueden presentarse complicasiones mortales [97].

2.5.7 DIAGNOSTICO.

El diagnéstico de la E.F. se ha realizado en algunas muje
res durante la infancia; las manifestaciones mads comunes que aparecen antes de
las lesiones son fiebres recurrentes asociadas con dolor en manos y pies, fre-
cuentemente diagnosticadas como fiebre reumitica o neurosis, Ademis se hace —
un cuidadoso exdmen oftalmoldgico, biisqueda de inclusiones birrefrigentes en el
sedimento urinario, y biopsia de piel o médula 6sea. La observacién de retina
dilatada y distrofia corneal puede ayudar para el diagndstico. La biopsia de
piel revela la caracteristica de doble refraccién e inclusiones lipidicas en -
vasos sanguineos. Los macréfagos conteniendo lipidos pueden observarse en as-
pirados de médula 6seca [26],

El diagnéstico debe confirmarse bioquimicamente por la demostracidén de --
una marcada deficiencia de la actividad alfa-galactosidasa A en leucocitos [26,
50]; biopsias de tejido o fibroblastos de piel cultivados (8, 26, 114]; usando
un fluorogénico artificial o alfa~galactopiranésido (Fig. 29) como sustratoe, -
Alternativamente, varios procedimientos de andlisis de glicoesfingolipidos pue
den estar acompaiiando a lo anterior para demostrar los niveles incrementados -
de ceramida trihexdsido (Gal-Gal-Glu-Cer) y ceramida dihexésido (Gal-Gal-Cer),
en sedimento urinario [47, 63], plasma o fibroblastos de piel cultivados [24].

Aparecen signos renales, principalmente proteinuria y en ocasiones elcva-
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dos niveles de colesterol en suero [97].

o= °* <- o
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- Galoctopiranduido (amanilo)

Fig. 29. Sustrato fluorogénico artificial para el diagnéstico de la E.F,

2,6  LEUCODISTROFIA GLOBOIDE CELULAR.

2.6.1 HISTORIA.

En 1916, Krabbe describié la forma clinica c histoldgica de
dos hermanos que murieron de una esclerosis aguda difusa en el cerebro. El ng
té que aparecfa en forma familiar, con un comienzo temprano de espasticidad, -
avanzando rdpidamente hacia la muerte, Bullard y Southaid, describieron célu-
las gigantes multinucleadas en regiones perivasculares del cerebro de un pacien
te que desarrolld una enfermedad aguda progresiva a la edad de 6 afios; la muer
te sobrevino a los 6 meses del comienzo de la enfermedad. Las caracteristicas
clfnicas, asi como la distribucién de las lesiones en el cerebro no fueron tan
tipicas como las conocidas actualmente en la enfermedad de Krabbe (E.K.). En
1908, Beneke también habfa descrito grandes cé&lulas similares en el cerebro,
las cuales mostraron &reas de esclerosis difusa y placas irregulares de dies—
mielinizaci6én. Collier y Greenfiel, fueron los primeros en designar el térmi-
no globoide para describir las numerosas cé&lulas anormales en la materia blan-
ca. Sin embargo, ellos llamaron a la enfermedad encefalitis periaxial de Schil
der, describiendo las caracteristicas morfolégicas de la Leucodis-
trofia Globoide Celular. Una gran deficiencia de la galactosil-ceramida-beta-
galactosidasa fué demostrada en el cerebro, higado, bazo y riiién en 1970; esta
misma deficiencia fué también encontrada en leucocitos, suero y fibroblastos ~
cultivados [97, 100]. '
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2.6.2 DEFINICION,

La leucodistrofia Globoide Celular o enfermcdad de Krabbe,
es una enfermedad metabblica hereditaria del sistema nervioso, en la cual se -
presenta deficiencia de la enzima galactosil-ceramida-beta-galactosidasa. Es
considerada como enfermedad rara [97].

2.6.3 PATOFISIOLOGIA.
Generalidades.

El galactocerebrdsido es un cerebrésido del sistema nervioso cuya estruc-—
tura es (Fig. 30):

)
1 1
CH3 (CHgha=C=C~C = C—CHy— 0—CH
H OH NH HCOH I
c=0 HOCH o
[} 1

R HO‘CH
H
CHpOH
Fig. 30. Estructura de Galactocerebrésido,

Pertenece al grupo de lipidos generalemnete llamado esfingoglicolipidos.—
Dentro de los cuales los galactocerebrdsidos y sulfdtidos en el cerebro humano
de adultos normales, la esfingosina formada por 18 carbonos constituye 95% o -
mas del total de esfingosina. Fl sulfdtido del cerebro es un derivado del ga-
lactocerebrdsido, tiene un grupo sulfato adicional,un é&ster enlazado al C-3 de
la galactosa. .Junto con la galactosilceramida, el sulfitido estd también pre-
sente en elevadas concentraciones dentro del sistema nervioso. Dos caminos -
han sido propuestos para la biosintesis de la galactosilceramida (Fig. 31)3 -
los galactocerebrésidos estdn pricticamente ausentes en drganos sistémicos ex-—
cepto el rifién, el cual normalmente contiene cantidades apreciables, aunque mu
cho menores que el cerebro; en donde particularmente la materia blanca es rica
en galactocerebrbsidos (14.6%) y su éster-sulfato; sulfitido. La materia gris
contienen mucho menores cantidades de estos glicolipidos (0.92%). Los galacto
cerebrdsidos se localizan principalmnete en la vaina de mielina y probablemen-
te en células oligodendrogliales; pues la vaina de mielina es una extensign es
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pecializada de la membrana de la c€lula oligodendroglial [98].

Esfingosina-galactoza-sul fato
7
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Fig. 31, Biocsintesis de Galactosilceramida, [30, 97].

Pues otro lado se tiene que la cantidad de cerebrbsidos y sulf&tidos es -
un indicador bioquimico (muy sensible) de 1a masa de mielina presente en el ce
rebro. El incremento en el contenido de cerebrbsidos en el cerebro cointide:con
el activo ﬁer‘l&do de miclinizacién. La mielina de cerebros adultos generalmen
te contiene galactocerehx.'ésidos en una concentracisn de 15~18% de peso seco, -
1a suma de las cantidades de galactocerebrdsidos y sulfftidos 1llega a ser de —
20% del peso seco de la mielina, El contenido de galactocerebrisidos de mieli
na proveniente de nervios periféricos es un poco menor que el de la mielina del
SNC. El metnbolisme de galactocerebrbsidos de cercbro estf estrechamente rela
cionado con el metabolismo de la mielina. El rasgo metabSlico més significati
vo de la mielina del SNC es su elevada velocidad de formaciba y renovacibn du~
rante periddos cortos de aguda mielinizacién y su relativa lentitud en el adul
to. El periédo de activa mielinizacidn en humanos ya desdt; el periddo perina-
tal hasta cerca de los 18 meses de edad; sungue la miclinizacidn no se detiene
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después de este periédo, y en el cerebro humano puede no estar completa hasta
la edad de 20 afios. La vida media de cerebrésidos y sulfétidos en el cerebro ]
maduro humano es un afic o mis, La miglina es metab8licamente el componente -~
mis estable de las fracciones subcelulares del cerebro [31].

Existen algunos aspectos claves en el metabolismo de galactocerebrdsidos
los cuales son cruciales en la patofisiologfa de 1a E.K.: ’

1) El galactocerebrbsido consiste de esfingosina, &cido graso y galactosa.

2) El galactocerebrésido ‘es un precursor del sulfétido.

3) Ambos: galactocerebr8sido y sulfftido est&n’ “usuvalmente concentrados -
en la vaina de mielina.

‘4). El sulfftido es normalmente degradado a galactocerebrésido.

5) Una enzima hidrolftica lisosomal, galactocerebr§sido-beta-galactosida—
sa, es la reaponéahle del primer paso en la degradacibn normal de cerebrbsidos,
en los cuales' los galactocerebr§sidos son separados hasta ceramida y galactosa,
Algunosg galactolfpidos relacionados también sirven como sustratos para la mis—
ma enzima, incluyendo galactosilesfingosina (psichosina), monogalactosil-digli
cérido y lactosilceramida.

6). La biosintesis de galactocerebrésidos alcanza un wiximo que coincide
con el peri6do ‘de mielinizacibn m&xima (durante el primer afio y medio en huma-
nos).

7)-La actividad galactocerebrbsido-beta—galactosidasa presente en baja con
centracifn antes de la mielinizacién, se incrementa severamente durante el pe- -
ri&do activo de mielinizacién, cuando la mielina es renovada relativamente r&-
pido.

8) Una vez formada, la mielina de adulto es raramente estable metabSlica—
mente, aunque no significa completamente inactiva,

9) Los elevados niveles de galactocerebrfsido-beta-galactosidasa alcanza-
dos durante la activa mielinizacién son retenidos en el cerebre adulto [31, 52,
97, 111].

Caracter{sticas morfolégicas y bioquimicas.

La explicacién a las caracteristicas morfolSgicas y bioquimicas dec la en—
fermedad estd basada en la deficiencia de la enzima galactosilceramida-belLa-ga
lactosidasa. Encontrindosec:
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a) Pérdida casi total de mielina y oligodendroglia.

b) Composicién quimica normal de la mielina restante.

c) Evidencia morfolégica del decremento en la cantidad de mielina durante
la enfermedad.

d) Infiltracién masiva por las células globoides.

e) Ausencia de acumulacién en exceso de cerebrésidos en el cerebro a pe—
sar de la obstruccidn en la via de degradacién.

Los siguientes pasos podrfan ocurrir en el cerebro de pacientes con defi-
ciencia de galactocerebrdsido-beta-galactosidasa. Antes de la mielinizacién -
no hay cerebrésidos en el cerebro. Por consiguiente, la escaces en la activi
dad enzimitica es una pequefia consecuencia, aunque est8 presente normalmente -
en bajas concentraciones. Tan pronto como la mielinizacidém comienza, justo an—
tes del nacimiento en humanos, la mielina nuevamente formada comienza a pasar
por un estado de recambio normal; este perifdo ceincide con una répida eleva—
cidén de la actividad galactocerebrbsido-beta-galactosidasa en el cerebro nor-
mal. Por otro lado, en el cerebro de pacientes con E.K., los galactocerebrési
dos piovenientes de la mielina catabolizada no pueden ser degradados debido a
la escasez de la enzima; y el cerebr§sido no degradado produce infiltraciér ce
lular. En condiciones experimentales, la célula globoide bajo un exceso de ce
rebrésidos es digerida, pero las células globoides en la E.X. permanecen, debi
do a que los galactocerebrbésidos no son degradados, puesto que el proceso de -~
mielinizacidén, la mielina total se incrementa y son formados varios galactoce—
rebrésidos libres. La continuidad del proceso provoca aumento de las células
globoides, sin embargo, la mielinizacién no puede seguir indefinidamente; pues
el incremento constante de células globoides oprimen a las cé'].ulas oligodendro
gliales, las cuales mueren pronto, Cuando el estado de muerte masiva de las -
células anteriores es muy extenso, ocurre un rompimiento ripido de mielina, —
puesto que la mielina es una extensién de las membranas celulares, la mielina
rota contribuye al aumento de cerebrfsidos y esto produce un rSpido incresento
de las células globoides., Finalmente mueren todas las células oligodendroglia
les y la mielina se agota; alcanzindose la mixima infiltracibén de las células
globoides, pero no hay produccién de cerebrdsidos de la mielina. La cantidad
total de cerebrésidos que puede almacenarse en el cerebro durante la corta vi-
da del paciente estd limitada por la pequefia cantidad de mielina producida an
tes de la muerte de todas las cdlulas oligodendrogliales, y la total destiuc-—
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cidn tiene lugar, en lugar de lo que pudiera haber sido normalmente un estado
temprano de la mielinizacidén [65].

La casi exclusiva localizacidén de galactocerebrbsidos es mielina y oligo-
dendroglia, y de UDP-galactosaceramida-galactosiltransferasa en esta filtima, -
Jjunto con la pérdida casi total de esos componentes neuronales en el estado -
terminal de la enfermedad, soportan la hipétesis anterior; donde llama la aten
cidén esa pérdida casi total de oligodendroglfa. Una competencia entre las cé-
lulas globoides y la oligodendroglia es un posible mecanismo, pues el bloqueo
en el catabolismo de la galactosilceramida dentro de la oligodendroglia podria
ser la causa de su muerte antes que la reaccién de la célula globoide {30, 97].

En la E.K., la cantidad de sulfdtidos en la materia blanca llegan a ser -
exclusivos como un resultado de la degradacién defectuosa de sulfftidos, pero
no hay pérdida masiva de la oligodendroglfa y el exceso de la acumulacién de -
sulfétidos ocurre primero dentro de las células oligodendrogliales. Por otro
lado, la psichosina es también un sustrato para la galactosilceramida-beta-ga-
lactosidasa, y pacientes con E.K., son capaces de degradarla. Aunque se plan-
tea que la psichosina generada dentro de 1a oligodendroglia durante el periddo
de activa milinizacidn, puede alcanzar algin nivel téxico, matando las células.
Las células oligodendrogliales son selectivamente destruidas debido a la forma
cidn de psichosina que ocurre primeramente en estas células, y cesa el proceso
de mielinizacifn. Existe controversia entre saber si la E.K., representa el -
cese temprano de la mielinizacién o el ripido rompimiento de la mielina ya for
mada; y se tiene que ambos procesos estdn involucrados, y ocurren como resulta
do de la muerte de 1a oligodendrglia {52},

fa implicacién del SNP, es supuesta, pues aqui la mielina también contiene
galactocerebrfsido. Los histiocitos en nervios periféricos contienen inclusio
nes anormales similares a las del cerebro, pero no es claro porgue ellos no son
transformados a las tipicas células globoides multinucleadas. La ausencia de
células anormales (morfolfgica y funcionalmente) fuera del sistema nervioso es
compatible, debido a que la galactosilceramida est# practicamente ausente en la
mayoria de los tejidos no neurcnales. La actividad residual de la galactocere
brésido-beta-galactosidasa en algunos casos puede ser suficiente para mantener
el recambio normal de pequefias cantidades de galactocerebr&sidos; tal parece —
ser el caso del rifibn., Por otro lado, el incremento de galactocerebrdsidos en
el higado, sugiere que la actividad enzimftica es inadecuada. Aln en éste &r—
gano, las cantidades incrementadas de galactosilceramida son también muy peque
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"has para causar anormalidades morfolfgicas o funcionales [65, 101].

Convencionalmente, la caracteristica de céiulaé anormales, presentes en -
la materia blanca se divide en 2 cstegoria's: células epiteliales (células glo—
boides) y cuerpos globoides,Las células epiteliales son de tamaiio medio, casi
mononucleares, redondas u ovales. Los cuerpos globoides son grandes, redondas
u ovales, Los cuerpos globoides son grandea, irregulares, multinucleados, —
difmetro de 20~50 micrSmetros, de 15-20 nGcleos localizados cerca de la membra
na citoplasmftica. Aparte del niimero de nficleos, estas c&lulas son identifica
das por caracteristicas coloridas y entre ellas son cé&lulas que podrian ser -—
consideradas de transicidn; pues evidenclas experimentales indican que estos 2
tipos de c&lulas tienen el mismo origen. Sin embargo, el té&rmino de "células
globoides" se usarf para ambos tipos de c&lulas, sefialando si es mononuclear o
multinuclear :cuando-sea necesario diferen¢iar entre-éllas. [99}.

AdemSs de las c&lulas globoides, las Sreas con materia blanca previamente
ocupada por axones, mielina y células oligodendrogliales estdn 1llenos con una
densa proliferacién de fibras astrocfticas que contienen un gran nficleo pledmﬁg_
fico, En contraste con la materia blanca destrufda, la materia gris est& mucho
menos afectada y limitada a degeneracibn focal o laminar ligera en la corteza
cerebral; cambios regresivos en neuronas, nficleos dentados en tflamo y otras -
&reas [97].

Es diffcil determinar la secuencia cronoldgica de varios cambios histold-
gicos, por lo que se ha formulado la evolucibn cronolégica de los cambios mor—
folbgicos en base al estudio de nlltiples secciones provenientes de 3 pacien—
tes. Utilizando el grado de desmielinizacién, se divide el curso en 4 estados:
(1) reciente, (2) avanzada, (3) tardfa y (4) final, Las lesiones recientes se
caracterizan por la presencia de materia intra— y extracelular PAS-positivo, -
con subsecuente formacién de células globoides mononucleares y s6lo un pequefio
decremento en la intensidad de coloracién de la mielina. En el estado avanza-—
do, la miclina y axones estfin disminufdos y la gliosis astrocftica llegb a ser
prominente. Las c&lulas globoides son mfs numerosas y tienden a agruparse al-
rededor de vasos sangufneos, y muchas llegan a ser multinucleadas, En el esta
do tardio, las células globoides llegan a ser menos en nfimero y estin mfs agru
. padas alrededor de vasos sanguineos; la mielina y axones estéin marcadamente -~
disminuidos. El estado final, es caracteriastico dc una gliosis astrocitica -
predominnate, con células globoides restantes y pérdida total de mielina y axo
nes [99],
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El nivel ultraestructural de las células globoides mono- y multinucleadas
parece éimﬂar, excepto por el nfimero de nficleos. Ambas f:ontienen numerosos -
pseuddpodos finos, los cuales son cercteristicos de macrfagos; citoplasma gra
nular moderadamente denso conteniendo brominente RER; muchos ribosomas libres;
abundantes filamwentos finos de aprox. 90-100 X. e inclusiones citoplasmiticas
snormales diseminadas o agrupadas, Las inclusiones tienen moderada densidad,
curvas o rectas, y estfin libremente diseminadas entre los organelos citoplasm
ticos normales, pero algunaabveces estéin empaquetadas en el citoplasma, con o
sin una membrana externa limitando. Estos tfibulos frecuentemente contienen es
triaciones longitudinnles de densidad variable, aprox. de 60 % de ancho. Otro
tipo de inclusiones tubulares anormales, presentan entrelazamientos de tlbulos
de 40-50 2 con estriaciones longitudinales, y secciones cruzadas rectangulares
0 irregulares alrededor. Este segundo tipo de tibulo es similar al de 1a E.G,
pero los primeros tfibulos mis largos muestran ser Ginicos en la E.K. {97},

En los nervios periféricos los cambios patolSgicos han sido observados por
microscopfa de luz, donde las lesiones consist.en' en cambilos degenerativos desde
afnimos hasta severos en axones y vainas de mielina; asociados con fibrosis en
doneuronal y la acumulacién de histiocitos espumosos alrededor de los vasos san
suineos endoneuronales o trabéculas del endoneurio, La desmielinizacién segmen
tal es comfin, Las c8lulas globoides tfpicas no se encuentran en nervios périfg
ricos. Inclusiones tubulares rectas o curvas, similares a las células globoi-
des en el cerebro, se encuentran dispersas y enpaquetadas en el citoplasma de
l‘listiocitos. o alrededor de vasos sanguineos [97, 99, 116].

2.6.4 . SINTOMATOLOGIA CLINICA.

El comienzo clinico de la enfermedad es entre
los 3 y 6 meses después de nacer, pero algunos pacientes muestran anormalidades
clinicas mis pronto. .Una paciente mostr8 rigidez desde el nacimiento, tuvo -
tendencias a mantener los puiios apretados, sus manos y piernas extendidas, -
Otro paciente, tuvo vémito desde la primera semana de vida, presentando malnu-
tricibn, siendo hospitalizado a los 2 1/2 meses de edad. Algunos pacientes se
desarrollan lentamente en los primeros meses y puede ser que tengan sintomas no
detectables, Raramente, la enfermedad llega a ser evidente en la Infancia Tar
dfa; sin embargo, se han ido incrementando los reportes de la enfermedad en la
nifiez o en adultos, En todos los casos, el diagndstico patolégico fué hecho en
base a las células globoides del SNC., También es claro que la E.K. se defina
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como un defecto genético en la actividad de la galagtosilcemmida—-beta—galact_q
sidasa que puede ocurrir en grupos de edad w&s avanzada [16, 97).

El curso de la enfermedad es regularlﬁente progresivo y ha sido dividido
en tres estados:

El Estado 1: se caracteriza por hiperirritabilidad generalizada, episo—
dios febriles de origen desconocido, y poca rigidez de las extremidades. El -
nifio es aparentemente normal los primeros meses de edad, llegando a ser hiper-
sensible a 1o que escucha, al tacto o a los estfmulos visuvales y llega a 1lo—
rar frecuentemente sin causa aparente. FExiste ligero retraso o regresifn en -
el desarrollo psicomotor; vémito, dificultad para alimentarse y ataques convul
sivos pueden ocurrir como sintomas clinicos iniciales. El fluido cerebroespi-
nal (CSF) presenta incremento de protefnas.

El Estado 2: se desarrolla répido y severo deterioro mental y motor. Hay
warcada hipertonicidad, piernas extendidas y cruzadas, brazos doblados, €spal~
da encorvada. Los reflejos en tendones son hiperactivos; pequefias convulsio—-
‘nes ocurren, Atrofia Sptica y reacciones papilares lentas hacia 1la luz. ‘

En Estado 3: es el "estado apagado", alcanzado frecuentemente dentro de
algunas semanas o meses., El nifio est& clego y no tiene contacto con lo que lo
rodea. Puede aparecer sordera; el estado final puede continuar por muchos afios
aunque algunos pacientes raramente sobreviven por mfs de 2 afios."

El tamafio de la cabeza es normal, pero se ha reportado un paciente con ma
crocefalia a los 7 1/2 meses de edad, La cabeza permanecft relativamente gran
de comparada con el peso del cuerpo, con la fontanela anterior grande y abier-
ta 8 1a edad de 12 meses, Los signos y sintomas estén limitados casi exclusi-
vamente al sistema nervioso. las visceras estfin ensanchadas; el vémito es al-
gunas veces prominente, resultando en una pérdida progresiva de peso y en pa—
cientes se reportd respil:uciﬁn amoniacal afieja, cuyo origen es desconocido, -
Ataques de hipertermia, los cuales son atribufdos al sistema hipotalémico invo
lucrado, pues también sc ha reportado en ausencia de infeccién [99].

La implicacidn de los nervios periféricos se ‘considerd como rara en esta
enfermedad, en contraste con la L.M. El exfimen clinico no siempre revela neuro
patia, especialmente en los estados tempranos, debido a que los signos y sinto
~mas del SNC involucrados son dominantes. Algunos autores han reportado refle-—
jos ausentes en tenddn o que desaparecen en el curso de la enfermedad. Sin em
bargo, hay descripcibn de pacientes con reflejos de tenddn Anormal o hiperacti-
vo; concluyéndose que los rcflejos de tenddn estdn usualmente deprimidos des——
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pués de los primeros 6 meses [97].

2.6.5 INCIDENCIA.

La Leucodistrofia Globoide Celular es una enfermedad rara
que se presenta en ambos sexos, La incidencia entre la poblacifn general es -
desconocida, Se han reportado 32 casos Suecos durante el perifdo: 1953-1967,-
y calcularon la incidencia como: 1 de cada 50,000 nacimientos, aunque &sta -
no puede generalizarse, pue‘_sfla incidencia parece ser mis alta en palses escan
dinavos, Alemania, Francia, Italia, Suiza, Paises Basjos, Polonia, Rusia, U.S.A.,
Canads, Japén e Tridia [97].

2.6,6 PRONOSTICO.
Los pacientes raramente sobreviven después de los dos aiios
de edad {97].

2.6.7. DIAGNOSTICO.

Los ensayos de la glucocerebr8sido-beta-galactosidasa en
materiales f&cilqente disponibles tales.como: suero, leucocitos periféricos, o
fibroblastos cultivados, ofrecen los mejores y mfis seguros medios para el diag
nbéstico de la E.K. Debido a la amplia especificidad de la galactosilceramida-
beta-galactosidasa, otros sustratos naturales pueden ser usados para el diagnfs
tico de la E.X. La galactosilesfingosina (psichosina) o monogalactosil-digli-
cérido, no provee ventajas pricticas sobre el ensayo original para la hidr6li-
ois de galactosilceramida; pues son mfs fBciles de obtener y de marcar redioac
tivamente; el procedimiento de ensayo es mis complicado y la actividad en teji
do puede ser mis baja que hacia la galactosilceramida. Se ha encontrado que la
enzima es mis activa en presencia de galactosilceramida; existcn 2 beta—galac-
tosidasas genéticamente distintas en los tejidos humanos, que presentan activi
dad hacia galactosilceramida. La galactosilceramidasa I es probablemente idén
tica a a la galactosilceramida-beta-galactosidasa; y la galactosidasa II, es -
probablemente idéntica al gangliésido GMl—beta—galnctosidasa, la cual es defi-
ciente en la gangliosidosis GM]' Para el diagndstico de la E.K., se debe usar
un ensayo que determine galactosilceramidasa I exclusivamente, El procedimicn
to se realiza usando &cido oléico, cantidades relativamente pequefias de sustra
to y taurocolato de sodio, con ausencia de ién cloro. Cuando estas precaucio-
nes son tomadas, la ectividad galactosilceramidasa es nula hacia galactosilce-
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ramida. La galactosilceramidasa II no es activada por taurocolato, pero es ac
tivada por taurodeoxicolato de sodio, per lo que se puede presentar error si -
el taurocolato es impuro; incluyéndose actividad debida a galactosilceramidasa
[82].

La enzima en el suerc es inestable y pierdé actividad al almacenarse. —
Una de las desventajas té&cnicas en el diagnstico enzimitico de la EXK., es la
necesidad de marcar sustratos naturales radioactivamente para el ensayo . El
uso de un ensayo mis simple usando un éustrato cromogénico artificial serfa de
gran utilidad, aunque actualmente est& en proceso de desarrolle [82, 97].

La concentracién de proteinas en CSF, es usualmente alta; el conteo celu-—
lar es normal. Un patrSn electrofor&tico de las protefnas en CSF es de ayuda
diagnSstica, en donde la alblimina y alfa-2-globulina tienen niveles elevados y
los niveles de beta~l-gamma-~globulina son bajos [97].
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3., PRUEBAS DE LABORATORIO.

3.1 FOSFATASA ACIDA.
Existe en eritrocitos y préstata; pero las elevacio
nes pequeflas de esta enzima reflejan ser provenientes de células sanguineas y
no de origen prostitico. '

3.1.1 Fundamento:

Se mide la actividad total de la fosfatasa del suero, a pH
de 4,8, a través de la cantidad de p-nitrofenol que libera en condiciones es—
téndar el sustrato de p-nitrofenilo, se hace una segunda medicién en presencia
de L-tartrato, que inhibe selectivamente la fosfatasa &cida de origen prostfti
co; esto permite conocer las fosfatas &cidas de otro origen. la diferencia en
tre los 2 valores corresponde a la fosfatasa fcida de prdstata.

3.1,2 Materiales y método: .
1) Se preparan 3 tubos de ensayo que se rotulan: -
total, tartrato y bldnco; en los tres se pipetean: 1.0 ml de sustrato (fosfato
de p-nitrofenilo) y 1.0 ml de amortiguador &cido (pi=4.8). Al tubo tartrato -
se afiade una gota de solucidn de tartrato IM. Los 3 tubos se calientan duran—
te 5 min., en un bafio de agua a 37°C,

2) Con micropipetas de 0.2 ml., se aflade este voly
men de suero o plasma a tubos: total y tartrato; y 0.2 ml de agua destilada al
blanco. Se incuba durante 30 min exactamente a 37°C.

. 3) Los 3 tubos se sacan del bafio; se afiaden de in-
wediato a los 3 tubos 4.0 ml de NaOH 0.4N. Se mezcla por inversibn.

4) Se prepara un blanco de suero mezclando 5,0 ml
de NaOH y 0.2 ol de suero. .
5) Se leen las absorbancias de los tubos: total y
tartrato, blanco y blanco de suero 410 nm en el espectrofotSmetro, establecien
do la absorbancia cero con agua destilada.

Cslculos:

Abs. prob, - Abs, bco. suero = Abs, total de fosfatasa &cida.
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Abs. de resistente al tartrato ~ Abs. bco suero = Abs. fosfatasa resist. tartrato

Las absorbancias de fosfatasa &cida total y de fosfatasa resistente al tar
trato se lleva a la curva de calibracién. Las unidades obtenidas de la curva
se multiplican por el factor de correccién 0.324, y sc tienc directamente el -
valor de la fosfatasa resistente al tartrato.

Valores normales:

— Fosfatasa fcida total: Hombre adulto = 0,13-0,63 U/ml
Mujer adulto = 0,01-0.56 U/ml
- Fosfatasa de origen prostético:
Hombre adulto = 0,01-0,15 U/ml

Notas:

- La fosfatasa &cida es muy inestable; si el an&lisis no pucde ——
realizarse de inmediato el suero debe congelarsc enscguida,afiadiendo 0.02 ml -
de sol, al 20Z v/v de &cido por cada 2.0 ml de suero, estabiliz&ndose la fosfa
tasa &cida de origen prostético, pero no forzosamentes la total, La muestra -
de sangre debe tenerse en el refrigerador mientras se coagula.

- Los eritrocitos contienen fosfatasas &cidas cuya actividad pue-
de ser hasta 100 veces mayor que la del suero; la hemblisis, incluso muy lige—
ra, puede dar lugar a errores importantes.

- El anticoagulante de eleccidn es la heparina [23, 62].
3.2 DIAGNOSTICO DE GLICOESFINGOLIPIDOS POR ANALISIS DE SEDIMENTO URINARIO.

3.2.1 Fundamento:
El diagnéstico de pacientes con enfermedad de Krabbe, Gau~-
cher, Fabry y Leucodistrofia Metacromitica, puede hacerse por anflisis quimico

de sedimento urinario,

3.2.2 Materiales y método:

Mediante la utilizaci6n de catéter se coelsta la
orina de 24 hrs, la cual se somete a filtracién sobre papei filtro previamente
lavado con solucién cloroformo-metanol proporcién 2:1. El sedimento que se en
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cuentra en el papel se deja secar, El procedimiento anterior se efectfia en pa
cientes y sujetos normales utilizados como controles.

Los glicoesfingolipidos del sedimento urinario son aislados y cuantifica-
dos, Para la extracci6n de lipidos totales. el sediemnto contenido en el papel
filtro se homogeniza en un mezclador afiadiendo metanol (100 ml) durante alguno
minutos., Se adicionan directamente 200 ml de cloroformo para dar una mezcla -
final de 300 ml de cloroformo-metanol 2:1, La suspensién es homogenizada otra
vez, y filtrada por succién. El residuo del papel filtro se re-extrae 2 veces
mis como se indica arriba; los‘filtrados se combinan. Los glicoesfingolipidos
son separados de los 1lipidos neutros y fosfolfpides por cromatograffa en colum
na usando &cido si&lico [28],

La fraccidn de glicoesfingolipidos se evapora hasta scquedad y sometida a
hidr§lisis alcalina en una mezcla equimolar de cloroformo y NaOH 0.6N en meta-
nol (2 ml) por 60 min a temperatura ambiente, La solucién es transferida a un
tubo de prueba, y el frasco de metanolisis es lavado con 2 ml de C-M, 2:1, 3
veces; los lavados se combinan con la solucién de glicoesfingolipidos. Se adi
cionan 1.6 ml de agua y dcido hidroclérico (0.05 ml), para neutralizer la soly
cién anterior, las fases combinadas se dializan al menos 24 hrs, El dializado
es evaporado hasta sequedad, y los glicoesfingolipidos son separados por croma
tograffa en capa fina Y62U., Los glicoesfingolipidos individuales también pue—
den ser identificados y cuantificados por cromatografia liquido-gas después de
la conversidn hasta trimetilsililmetilglic&sidos [27, 28].

3.2,3 Método de Cromatografia en Capa Fina:

1. Preparacién de placas. El absorbente se mezcla con agua hasta formar
una pasta. Las preparaciones relativas de pasta y agua condicionan el espesor
de la capa y la rapidez del secado. Suele trabajarse con 30 g de gel de sfli-
ce y 50 ml de agua, para preparar 5 placas de 0.25 de espesor., Las placas se
secan al aire sobre el nivelador, y se activan a una temperatura de 120°C du-
rante una hora para quitar la mayor parte de agua. Para evitar que se absorba
agua de la atmGsfera se acostumbra conservar las placas en una estufa o deseca
dor,

2. Colocacidn de las muestras. E1 material que se quiere someter a croma
tografia‘ suele ponerse a 1 cm del borde inferior de la placa. Se suele deposi
tar una raya de 1-2 cm de longitud, La maniobra es facil con jeringa Hamilton
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de 50 microlitros, el solvente debe recorrer el cromatograma en direccidn per-
pendicular a la coloracifn inicial del gel de stlice.

3, Revelado, Existen muchos solventes para revelar, si la cromatografia
se destina al estudio de 1fpidos, se pueden separar 1{pidos no polares como co
lesterol y triglicéridos en un sistema que contenga &ter de petrSleo, &ter die
tflico y Scido acético {volfimenes: 90, 10 y 1 respectivamente). los 1fpidos -
m8s polares como: monohexbsidos de caramida y los fosfolipidos, se pueden sepa
rar con mezclas de cloroformo-alcohol etflico-agua ( en volumenes: 14, 6 y t ~
respectivamente), Los 1lf{pidos muy polares como: ganglibsidos, se pueden sepa-—
rar con las mismas mezclas (60, 40 y 9) y m8s fAcilmente con alcohol propflico
-agua (7 y 3).

' 4, Localizacibn de las manchas. Los cromatogramas en gel de sflice pue-
den soportar tratamientos muy violentos. Es frecuente gque se localicen las -
manchas de estos cromatograsmas nebulizando sobre éllos 6cido sulffirico al 50%
y calentéindolos a 120°C durante 10 min. En ocasiones, slgunos compuestos no -
se calcinan a pesar de este tratamiento, y es necesario afadir al &cido sulfG-
rico dicromato de potasio o algfin otro oxidante.

Otro m&todo es cubriendo el cromatograma adsorbente jue contenga fluores—
cefna o colorantes similares y observéindose después bajo luz ultravioleta,Tam~
bién se pueden localizar las manchas con mStodos a base de isStopos radioacti-
vos.

5. Estudio cuantitativo de las manchas, Existen actualmente en el comer
cio muchos densitfmetros creados especialmente para medir la cantidad de sustan
cias en manchas situadas en cromatogramas en capa fina, pero &ste es un método
semicuantitativo. Los problemas que plantea el mantener un espesor con unifor
midad absoluta de la placa de vidrio y del gel de sflice tienden a limitar le
eficiencia del método; 10 mismo ocurre con los 1fmites de concentracibn dentro
de los cuales se puede lograr la diferenciacifu. Las manchas localizadas se -
puedeh sacar de 1la placa y someter a recuento afiadiendo directamente el gel de
sflice a una solucibn de centelleo de tolueno que ‘contenga un gel tixotr&pico
(por ejemplo: Cab.0,Sil, Nuclear Chicago), [62].

3.3 DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE GAUCHER Y NIEMANN-PICK
EN UNA PEQUERA MUESTRA DE SANGRE VENOSA,
3.3.1 Fundamento; ’
Las enzimas que catalizan la hidrolisis de glucocerebrési-
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dos y esfingomielina han sido demostradas en preparaciones de leucocitos huma-

nos lavados.

3.3.2 Materiales y método:

La esfingomielina se marca con 1 I.C en el carbono
del metil de la porcién colina de la molécula [12], Los leucocitos se separan
ide los eritrocitos por sedimentacién diferencial, mediante la siguiente secuen
cia: 10 ml de sangre venosa se colocan en un tubo que contiene 2 ml de una so—
lucidn que por cada 100 ml contiene 5 g de dextran, 0.7 g de cloruro de sodio
y 50 mg de heparina; los contenidos son mezclados y los eritrocitos se sedimen
tan (45 min a temperetura ambiente). El plasma conteniendo leucocitos suspen—
didos es removido por una pipeta capilar, la suspensién se centrifuga durante
10 min a 600s. El sobrenadante es decantado y la pastilla de leucocitos es —
suspendida y lavada 2 veces con solucifn de cloruro de sodio al 85%. Los leuco
citos se suspenden en solucibn isotfnica de cloruro de sodio y las células son
contadas en un contador Coulter; las suspensiones se ajustan con solucibn sa-
lina conteniendo de 20,000 a 60,000 leucocitos por microlitro. Las mezclas de
incubacibn para la determinacifn de la actividad de ls enzima enlazada al glu—
cocerebrdsido contienen de 50-100 microlitros de la suspansifn de leucocitos,-
15 micromoles de buffer de fosfato de potasio (pH 6.0), 300 microgramos de clo
ruro de sodio, 200 microgramos de Cutscum (iso-octilfenoxipolioxietanol, Fisher
Chemical Co.), y 125 micromoles de glucosa-1-; C-cerebrésido (440,000 cuentas/
min mol) en un volumen final de 0.15 ml después de incubar durante 1 hora a -
37°C. la cantidad de glucosa—l-u.c unida se determina por espectrometria lfqui
da de centelleo [46].

Por otro lado, para determinar la cantidad de la enzima enlazada a la es—~
fingomielina, los leucocitos lavados se obtienen a partir de 5 ml de sangre ve
nosa suspendida en 0,3 ml de NaCl (5 mg/ml)., Las c&lulas suspendidas son en-
friadas en bafio a -10°C y sometidas a oscilaci6n sénica por 15 seg. Las suspen
siones se mantuvieron por una hora a o°c y después se centrifugaron a 37,000s
durante 20 min, Bajo estas condiciones, por arriba del 92%Z de la enzima enla-
zada a esfingomielina es recuperada en el sobrenadante de las preparaciones pro
venientes de pacientes N.P y de individuos normales. Las mezclas de incubacién
contienen de 10-50 microlitros de la preparacién de enzima de leucocitos, 25 -
micromoles de buffer de acetato de potasio (plf 5.0), 70 micromoles de esfingo~
mielina-mc (327,000 cuentas/min micromol), S0 microgramos de cloruro de sodio
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y agua, dando un volumen final de 0.18 m}, Las mezclas fueron incubadas por
una hora 8 37°C, y la cantidad de esfingomielina hidrolizada se determina por
espectrometrfa 1Iquida de centelleo [46, 47].

3.4 DIAGNOSTICO HISTOLOGICO DIFERENCIAL DE ESFINGOLIPIDOSIS.

3.4.1 Fundamento:

Se puede realizar durante la vida o despuds de la muerte.-
En el primer caso se puede tomar una biopsia de nervio periférico, como el sa~
feno externo, para el diagn6stico de 1a L.M.; también pueden analizarse las neuy
ronas de los plexos de Meissner o Auerbach en la biopsia de recio o puede tomar
se una biopsia de cerebro. Después de la muerte se puede examinar todo el sis
tema nervioso. Las técnicas que se describen a continuacidn pueden aplicarse
al material de autopsia.

-3.4.2 Materiales y métodos:

Una buena biopsia de cerebro debe comprender de
3-5 g de tejido o mis (en ninglin caso menos de 1 g); debe incluir tanto corteza
(sustancia gris) como sustancia blanca subyacente si se sospechan trastornos —
generalizados, Se deben someter a estudios virolSgicos pequefias muestras repre
gentativas.

Para las micrograffas electrSnicas, se debn preparar pequefios cubos de -
1 mm que se fijan inicialmente en glutaraldehido al 2,5%. Debe mandarse para
andlisis quimico una muestra de 1 g como minimo, que cont.:ga sustancia gris y
sustancia blanca. De ser posible, se-conserva l g aprox. a -20°C, El resto
se somete al siguiente tratamientos:

~ Se fijan blogues l.'epresentativos en formol sulacetato de plomo, 1lfquido
de Zenker, y formol-solucifn salina.

— Se preparan cortes en criostato (0.5 micras) de sustancia sin fijar (se
pueden fijdr con vapores de formol después de colocarlos en los porxr
taobjetos); cortes por congelacidén de tejido fijado con formol y mis tarde cor
tes en parafina de material fijado en 1as 3 soluciones mencionadas.

- Se tifien por los siguientes métodos:

a) Rojo 0 de aceite

b) Negro B de Sudén

c) PAS
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d) Azul de Toluidina

e) Violeta de cresilo—dcido acético
£) Hierro coloidal’de Hale

g) Aldehfdo fucsina de Gomori

h) Azul Alciano

1) Hematefna &cida de Baker

3) Azul resisitente luxol

A continuacibn se muestra.una:'l'abia con las reacciones para cada una de -
las enfermedades estudiadas. * 'Aunque la :Tabla 7 no incluye todas las posibles
combinaciones de los resultados, con distintos tipos de cortes y fijadores en
varias enfermedades, puede verse que las reacciones de tincibn en sf presentan
limitaciones diagnésticas; pero cuando se interpretsn en relacifén con detalles
de historia clinica y caracterfsticas morfoldgicas, las limitaciones son meno-
res. Ls observacién se puede realizar por microscopfa Sptica o electrénica pa

ra determinar variaciones morfolégicas.

TINCION: ENFERMEDAD

N.P. 7.6 E.G. E.F. L.M. E.K, GM1

Rojo O de aceite + + + +/- - + +
Negro B de Sudan + + + + + +/- +
PAS + + + + + + +
Azul de Toluidinra rr r

Viol. de Cres. Ac. Acet. av av av av pd av av -
Hierro Coloidal de Hale

Aldehido Fucsina de Gomori

Azul Alciane - - - - + - +
Hemateina Acida de Baker + L R Y - -
Azul Resistente Luxal + - - - + - +

-
-
-
-
-
-

Tabla 7. Reacciones mfs comunes para efectusr diferenciacién entre Esfingoli

pidosis. r=rojo; rr=rojo rosado; av=azul violeta; pd=pardo dorado.
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3.4.3 FIJACION DE TEJIDOS.

- Glutaraldehfdo:

Es un excelente fijador, muy empleado para la micros
copfa electrénica. Tambi&n puede emplearse para trabajo ordinario con micros—
copioc 6ptico (las piezas grandes necesitan uno o varios dfas de fijacibén). De
be emplearse glutaraldehfdo de grado bloldgico; se presenta en solucién acuo-
sa al 25 & 50% y debe conservarse en refrigeracién. Esta solucidn tiende a des
doblarse, formindose &cido glutérico, el cual se puede precipitar y eliminar —
cuando se prepara el fijador de glutaraldehfdo dilufdo, afiadiendo aprox. 3 g -
de carbonato de bario por cada 100 ml esperando 30 min y filtraﬁdo.

El glutaraldehfdo se emplea en concentraciones entre 3 y 6.5%, amortigua—
do a pH=7.4 con fosfato 0.1M, La fijaciSn para microscopfa electrfnica debe —
realizarse entre 0 y 4°c; el tiempo necesario varfa de 1 a 4 hrs seglin el teji
do y tamafic de la pleza.

Una gran ventaja es que los tejidos que se fijan con glutaraldehido se —

den al en amorti dor por varias semanas o meses antes del estudio.

Adends preserva mejor las protefinas celulares o plasmiticas que el formol, tal
vez porque forma mSs enlaces transversales. Estos aumentan ademfs la estabili
dad y resisten a 1s ebullicibn e hidrélisis Bcida. En términos generales, es-
te efecto se manifiesta por una consistencia mfs firme y colores mfs intensos.
El tejido se encoge ‘menos 'que= eit formol y con muchos tejidos, en especial el
nervioso, los cortes son mejores. Como la presién de vapor de este liquido es
baja, es mis cbmodo y menos irritante para el técnico, que el formol; tampoco

ataca a los metales, No produce dermatitis, Después de la fijacibn, pueden -
llevarse a cabo muchas técnicas de tincibn ordinarias o histoquimicas,

- Formol solucidn salina:

Esta solucién se prepara con agua destilada -
900 ml + NaCl (8.5 g) + formaldehfdo comercial (100 ml).

El grupo aldehido en el formol permite numerosas y complejas reacciones ~
con los componentes tisulares. La principal es la accibn polimerizante, es de
cir, la formacién de compuestos y complejos de adicién por creacién de ligadu-
ras entre las moléculas proteinicas. Estas reacciones producen alteraclones —
fisicoqufmicas celulares y por tanto, alteran la reactividad de los tejidos a
ciertos colorantes histogquimicos, Sin embargo, muchos de estos cambios parecen
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ser reversibles al aplicarse un lavado con agua, y en las técnicas habituales,
cuando ios tejidos son tratados después de s6lo 6-24 hrs en formol, dichos cam
bios todavia no son considerables. .

El formol no afecta 8 los 1fpidos. Fija algunos 1fpidos complejos y no -
saturados, pero no actfia sobre las grasas neutras y los fosfolfpidos tienden a
difundirse lentamente en el fijador. La utilizacidn de subacetato de plomo per
mite conservar una proporcisn mayor de 1fpidos en loa cortes en parafina.

- Fijador de Zenker:

Cloruro mercflirico . 50 g
Dicromato de potasio 25 g
Sulfato de sodio 10g
- Agua destilada 1,000 ml

Se afaden 50 ml de &cido acético glacial inmediatamente antes de usarlo,

A la temperatura ambiente, 1o bloques pequefios de 2-4 mn de espesor que-
dan fijados entre 2 y.6 hrs. Las muestras chicas s6lo necesitan de 30-60 min,
y los bloques de tamafio intermedio (2.5x0.4 cm) de 6-15 hrs seglin su consisten
cia.

= Fijador ‘de Helly (Zenker formolado):

La solucifn concentrada es igual
que el fijador de Zenker, pero en vez de &cido acético glacial se afiaden de -
5-10 m1 de solucibn concentrada de formaldehfdo a cada 100 ml inmediatamente —
antes del uso; proporcionando mejores resultados, Ambos fijadores son buenos
para emplearse en m&dula 6sca y bazo, Los fijadores de mercurio dan mejores —
‘resultados con tincibn metacromitica, y son los fijadores ordinarios de elec—
cidn para preservar los detalles cuando se quieren hacer forografias,

La solucién de Zenker destruye eritrocitos y elimina gran parte del hierro
de la hemoglobina. Al respecto es preferible la solucién de Helly. La penetra
cibn de fijadores a base de mercurio es muy lenta mfs allf de los 2 6§ 3 prime-
ros mm; si los tejidos se dejan por mis de uno o dos dias, se vuelven muy den—
808 y quebradizos. Los cortes por cbngelaciﬁn de tejidos fijados en solucio—
nes mercuriales son muy diffciles de practicar.

Todas las solucicones fijadoras mercuriales provocan la formacién en los —
tejidos de grAnulos negros difusos, y Estos depbsitos mercuriales deben ser eli
minades antes de la tincidn, afiadiendo alcohol usado inicialmente para la deshi
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dratacibn; la cantidad suficiente de solucién saturada de yodo en alcohol al -
96% para obtener un color pardo obscuro, La coloracisn de los tejidos causada
por el yodo es eliminada durante el tratamiénto con alcohol absoluto en las a1
timas etapas de la deshidratacién.

3.4.4 TINCIONES.

- Rojo de Sudén:

Se afade 0.4 g de colorante en 1 1t de alcohol etfli-
co al 60% v/vise lleva a ebullicién bajo un condensador de reflujo, y se deja
la solucién a 30°C toda 1a noche, con agitacién constante., La solucibn final
se filtra y se mantiene a 33°C. Las preparaciones fijadas se tiiien durante 18
~24 hrs a 30°C en cajas herm&ticas; se lavan durante 2-4 min por agitacidn con
agua y se dejan secar para posteriormente ser observadas al microscopio, -

= Rojo O de Aceite: .
En la tincién para 1fpidso neutros, mediante cualquie
ra de los métodos de transferencia de colorantes por solubilidad diferencial,
por ejemplo Rojo O de Aceite o los Sudanes, conviene emplear cortes obtenidos
por flotacibn libre, Si se emplean cortes montados, en especial cortes de te-
jido fresco en criostato, la tincidn de la grasa suele ser incompleta, superfi
cial y poco informativa.

Preparacifn: Se prepara una solucidn saturada de ‘colorante diazoico, el
Rojo 0 de Aceite (xileno-azoxileno-azo-beta-naftol) disolviendo de 250-500 mg
en 100 m1 de alcohol isopropflico al 99%. Para el uso, se diluye a razén de -
6 ml de solucibn concentrada y 4 ml de agua destilada. Se mezcla y se deja re
posar de 5-10 min antes de filtrar; &sta solucibn dilufda debe utilizarse en
las 2-4 hrs siguientes.

Método:

1. Se preparan cortes por congelacién de 10-40 micras (la grasa por ejem
plo, puede desaparecer de los cortes delgados de algunos tejidos como el pul—-
mbén ; en este caso es mejor preparar cortes de 25-35 micras; lo mismo puede de
cirse del cerebro (cortes de 15-25 micras).

‘ 2. Se lava en agua destilada y se tifie con Rojo O de Aceite durante 10 min

3. Se lava con agua corriente y al colocarlos en &sta se extierde bien,

4, El colorante de contraste es el hemalumbre de Mayer o la hematoxilina
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con alumbre de cromo de Gomori, durante 1-3 min.

5. Se azulea con agua corriente que contenga algunas gotas de una solu—
ci6n saturada de carbonato de sodio (o fosfato dis6dico al 1%). ’

6. Se pasa a un bafio de agua limpia, se recoge sobre un portacbjetos lim
plo. por flotacibn., Se deja escurrir, pero no debe secarse.

7. Se monta en glicerina, en medio de Farrat o en jarabe de goma de von
Apathy, -

Resultados: .

Las grasas neutras son de color rojo brillante, los nficleos

azules y los demfs tejidos pardos,

= Negro de Sudfin:
7 Esta sustancia al igual que la anterior permite demos
trar la presencia de gréinulos lipfdicos en leucocitos o muestras de tejido ner,
vioso.

El reactivo se prepara aiiadiendo 100 ml de alcohol etflico absoluto a -—
0.5 g de Negro de Sud&n. Se agita cuidadosamente durante 1-2 dfas hasta disolu
cibn completa del colorante, y se filtra. ’

Solucibn amortiguadoras

Fenol (grado analftico) 16 g
Alcohol etflico 30 ml
Solucién acuosa al 0.3% de fosfato &cido de sodio hidratado 100 ml

Método:
Inmediatamente antes de usarlo, se afiaden 60 ml de colorante a
40 ml de amortiguador, se qezcla y filtra. Esta es la solucibn dilufda,
1. Los frotis o biopsias secados al aire se fijan en vapor de formol du~
rante 10 min.
2, Se colocan en la solucibn dilufda durante 30 min a 37°C,
3. Se lavan con alcohol etflico,
4, Se lava con agua destilada.
5. Si se quiere, se aplica como colorante de contraste Giemsa diluido:
(1:20) durante 1 hora.
6. Se monta con un cubreobjetos o se examina directemente.
Resultados: .
Las particulas lipidicas tienen un color negro intenso.
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= PAS (Acido para-aminosalisflico):
Aunque se pierde la mayor parte de
1fpidos durante 1la preparacién en parafina, quedan algunas sustancias que con-
tienen 1fpidos y dan reaccién positiva al PAS, como ceroides, lipofucsinas, -

dad

pigmento de melanosis y 1fpidos complejos de varias enfer por al -
miento. Ademfs, la fijacién con formol impide que la esfingomielina y las ce-
falinas sean extrafdas por los solventes de 1{pidos.

Como regla general, la intensidad de la reaccisn PAS es proporcional al -
contenido de carbohidratos en la muestra estudiada.

Método:

1. Se elimina la parafina de los cortes; y &stos se hidratan, después de

quitar los precipitados de mercurio en caso necesario. Se tifie en paralelo un
corte testigo positivo.

2, Se oxidé durante 5 min con &cido perySdico al 0.5% en agua.

3. Se enjuaga con agua destilada.

4. Se deja S min en reactivo de Schiff (10 min para cortes por congela—
cibn), . '
5. Se enjuaga en 3 bafios de solucibn fresca de sulfito, 2 min cada vez.

6. Se lava durante 5-10 min con agua corriente,

7. Facultativo: se aplica como colorante de contraste hematoxilina de Ha
rris durante 1-3 min,

8. Sumergir r&pidamente de 3-5 veces el portaobjetos en alcohol &cido al
1%, lavando después con agua corriente y azulando con sustituto de Acott para
el agua de 1a llave, luego se lava 5 min con agua.

9. Se deshidrata, aclara y monta en Clarita o Permount.

Resultados:

Tras coloracién de contraste con hematoxilina, los nlcleos -
son azules, Las sustancias positivas al PAS toman color rojo plirpura.

= Hierro Coloidal de Hale:

Preparacifn: A 250 wl de agua destilada hir
viendo se afiaden 4.4 ml de cloruro férrico al 29% y se agita, Cuando el color
es rojo intenso, se quita de la llama y se deja enfriar. El agua debe hervir
durante la adicibn del cloruro férrico, so pena de que la formacién de 6xido —
férrico coloidal (hidratado) sea incompleta, Esta solucién se conserva duran-

' te meses.
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Método: .

1. Se tratan 2 cortes de parafina con agua, y los precipitados de mercurio
.se eliminan con yodo y tiosulfato cuando sea necesario.

2. .Se enjuaga brevemente (alrededor de 30 seg) en ficido acético al 12%,

3. El1 corte problema se trata durante 60 min con solucién dilufda de hierro
coloidal, El corte control no debe ponerse en hierro coloidal.

4. Se enjuagan los cortes en 4 bafios de &cido acético al 12%, 3 min cadn -
vez. ’

5. El corte problema y el control se tratan durante 20 min a temperatura -
ambiente con una mezcla recientemente preparada a partes iguales se HCl al 2%
(sin hierro) y ferrocianuro de potasio.

6, Se lava durante 5 min con agua corriente.

7. Tincibn de contraste: hematoxilina de Harris durante 5 min, seguido de
lavado en agua corriente durante 2 min y diferenciacién el alcohol-acido al 1%;
luego se lava durante 10-15 min en agua corriente,

8, Se deshidrata, aclara y monta en Permount.

Resultado:

Regiones ricas en ganglisidos GM, dan coloracién azul brillap
te,

< Azul Alciano:
Es la tincibn especifica de grupos sulfato. Al pH del -

Azul Alciano de Mawry en &cido acético al 3%, o sea 2,5; se disocian los grupos
carboxilo y sulfato, y ambos fijan al colorante, Si se baja el pH, sblo se ti
fien los grupos sulfato. Sin embargo, se observa que durante el lavado ulterior
el pH vuelva a subir y los grupos carboxilo empiezan a fijar el colorante; pero '
8l se secan completamente los cortes antes de la deshidrat:acibn, los grupos -
COOH siguen sin teiiir.

Método:

1. Se hidratan los cortes.

2. Se tiiie 30 min con Azul Alciano 8 GS al 1% en HC1 0.1N, para tener un
pH de 1.0 (para un pH=0,5, se disuelve en HCl 0.5N).

3. Se sacan los cortes y se secan completamente con papel filtro.

4. Se deshidrata, aclara y monta en forma habitual,

Resultados:

Los compuestos mucoide sulfatados son azules.
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= Azul Astrals )

Este colorante parece muy semcjante al Azul Alciano, al
que puede reemplazar para la tincién de ganglibsidos y sulf&tidos. Los cortes
hidratados se tifien de 5-15 min en Azul Astral al 1% en fcido acético al 1-3%,
luego se secan con papel filtro, se deshidratan por varios bafios de alcohol,
se aclaran y montan. Los gr&nulos de células y mucopolisaclridos Scidos toman
un color azul.

= Azul de Toluidinas (tincilén metscromdtics)

Las muestras de Azul de To
luidina difieren por el grado de metacromasia que producen, y sobre todo por -
1la resistencia de dicha metacromasia frente a la deshidratacién por alcohol.

Método:

1. Se emplean cortes de tejido fresco en criostato, fijados por congela—
c¢ibén o inclufdos en parafina. Estos (iltimos se deben tratar con agua.

2., Se tifie de 1-10 min con Azul de Toluidina al 0,1% en agua (de 5-30 min
81 1a concentracin es de 0.001%).

3. Se enjuaga con agua destilada, para estudios histoquimicos se examina
en agua.

4., Se monta en jalea de glicerina.

Algunos hist&logos prefieren el Azul de Toluidina al 0.1% en alcohol etf-
lico al 30%, Los resultados son mAs especificos, y las imfigenes mis claras -
(porque no existe tincién ortocromitica) cuando las soluciones colorantes se -
preparan en amortiguador de Michaelis de acetato y verona, de pH=3.2 (respetan
do las concentraciones mencionadas).

Resultados:

La metacromasia-gamma (mucopolisacfridos &cides y grinules ~
de células cebadas), producen un color rojo pfirpura o rosa. La metacromasia -
beta se presenta como color violeta; la tincién ortocromitica es azul,

~ Violeta de Cresilo al 1% de Acido Acético al 1X:
(ver diagnéstico de L.M,)

- Hemateina Acida de Baker:
Los tejidos se fijan en formol-éalcio, des—
puds de lo cual se tratan con cromo. La tincién con hematefna &cida tiene co—
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mo consecuencia la formacién de upa laca negra de cromo; diferenciando con fe—
rrocianuro-borax, se elimina la mayor parte del colorante fijado en forma ineg
pecifica, .

Método:

1. Se fijan fragmentos tisulares pequefios con formol-calcio de Baker duran
te 6 hrs (10 ml de formol concentrado, 10 ml de cloruro de calcio anhidro al -~
10% en agua, 80 ml de agua destilada).

2. Sin lavar, se pasa a solucibén de dicromato de potasio al 5% que conten
ga 1% de cloruro de calcio; se"deja 18 hrs a temperatura ambiente.

3. Se pasa a otra solucidn fresaca de dicromato de calcio, a 60°C donde -
se deja 24 hrs,

4. Se lava con agua corriente durante 6 hrs y se enjuaga con agua destila
da.

5. Se preparan cortes por congelacibn de 10 micras, que Se incluyen en ge
latina si es necesario.

6. Se aplica solucibn de dicromato de calcio durante una hora a 60°C, co-
mo mordiente.

7. Se lava cuidadosamente varias veces con agua destilada.

8, Se deja 5 hrs a 37°C en hematefna &cida (0.05 g de hematoxilina en un
matraz; se afiaden 48 ml de agua destilada y 1 ml de yodato de sodio al 1%, Se
1leva a ebullicibn, se deja enfriar y se afiade 1 ml de &cido acético glacial,.-
Debe emplearse el dia que se prepard.

9. Se enjuaga con agua destilada,

10..Se diferencia durante 18 hrs a 37°C en solucién de ferrocianuro-borax
(0.25 g de ferrocianuro de potasio y 0.25 de borax en 100 ml de agua destilada;
debe conservarse en la oscuridad).

11. Se lava con agua corriente durante 5-10 min se enjuaga con agua desti-—
lada. Se monta en jalea glicerina,

Resultados:

Los fosfolfpidos, la esfingomielina y las nucleoproteinas son
de color azul oscuro hasta negro azuloso, el fibrinSgeno tiene un color azul -~
pélido turbio, la hemoglobina es gris y el citoplasma amarillo claro.

- Aldehfdo-Fucsina de Gomori:
En presencia de dcidos minerales fuertes -
la fucsina bésica produce colorantes plirpura intenso con ciertos aldehidos. Pa
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ra preparar el colorante se disuelve 0.5 g de fucsina bésica en 100 ml de alco
hol al 60-702. Se afiade 1 ml de paraldehfdo (U.S.Pi), seguido de 1.5 ml de -
HCL concentrado. Al cabo de 24 hrs aprox a temperatura ambiente, la mezcla to
ma un color prpura intenso y tarda 3 dfas a 20°C en medurars. El tiempo nece
sario para la tincién con solucién madura variaba entre 2-10 min, pero que a -~
partir de 4~5 dfas despu&s de la preparacidén del colorante, dicho tiempo de ~-
tincidn empezaba a aumentar rSpidamente; un mayor envejecimiento significa pér
dida de la selectividad.

Método:

1. Se quita la parafina de los cortes y &stos se hidratan.

2. Se trata durante 30 min con solucibn de yodo de lugol; asf mejora la -
tincibn, Si se prefiere se puede oxidar durante 2 min con una mezcla a partes
iguales de permanganato de potasio y &cido sulfiirico, smbos al 0.52.

3. Se blanguea durante 2 min con tiosulfato de sodio al 5% (o durante 1 -
min con &cido ox&lico al 1%, después de lo cual se lava 5 min con agua de la -~
1lave, si se empleb oxidaciSn con permanganato-fcido).

4. Se enjuaga cuidadosamente durante varias veces con agua destilada.

5. Se tifie con aldehfdo-fucsina, madura durante 2-10 min, Se llega al -~
punto final cuando las cflulas se ven claramente de color plirpura oscuro, so—
bre un fondo incoloro o ligeramnete lila.

6. Se enjuaga cuidadosamente con alcchol al 95X y sc deja en un tercer ba
fio de alcohol durante 5-10 min,

7. Se enjuaga con alcohol al 70% y se enjuaga con agua destilada.

8. Se tifie con hematoxilina de Ehrlich durante 3-4 min.

9, Se enjuaga con agua destilada y se diferencia con HC1l al 0.5% en alco-
hol al 70% (3-4 sumersiones).

10. Se azulea con agua de la llave (de 5-10 min).

11. Como colorante de contraste, se aplicaAdurante 45 seg: 100 ml de agua
destilada + 0.2 g de verde claro 5,F, + 1,0 g8 de anaranjado G + 0.5 g de Acido
fosfotfingtice + 1.0 ml de &cido acético glacial, Este colorante de contraste
se conserva por tiempo indefinido.

12, Se enjuaga rf#pidamente con &cido ac&tico al 0.2%, seguido de alcohol -
al 95%.

13. Sc deshidrata con alcohol absoluto, se aclara con xileno y se monta,

Resultados:

Las células conteniendo gangli§sidos se tifien de color plirpy

ra violeta.
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-~ Azul resistente de Luxol:

Al estudiar muchos colorantes de azul y negro
de luxol, se encontrd que el azul ARN resistente de luxol, sal de diarilguani-
dina de un colorante azoico sulfatado, presentaba una m&xima afinidad por los
fosfolfpidos y las vainas de mielina,

Fijacibn:

Son satisfactorios el formol (10%) y el calcio-formol de Baker,
pero se obtienen mejores resultados con 24-36 hrs de fijacibn de blogues de te
Jidos cerebrales de 5 mm de es;;esor en la siguiente solucidn: se disuelven 10g
de cloruro de calcio en 900 ml de agua destilada; se afiaden 5 g de bromuro de
cetiltrimetilamino, y se disuelve finalmnete, se ailaden 100 ml de solucidn con
centrada en formol. Una vez fijados, los bloques se enjuagan con agua destila
da, se deshidratan y se incluyen en parafina. El Material fijado en formol or
dinario, buede mejorarse colocdndolo en este fijador especial durante 24 hrs -
antes de la inclusién.

Solucibn colorante:

Azul ARN resistente de luxol (Du Pont) 0.1 g
Alcohol etflico al 95% 100.0 ml
Acido acético glacial 0,02 ml

Método:

1. Se quita la parafina de los cortes y &stos se hidratan para quitar las
Gltimas sales de calcio solubles.

2. Se deja en alcohol etflico al 95% durante un lapso de 2 min aprox,

3, Se incuba de 2-3 hrs entre 35—600(2, en solucibn de azul ARN resistente
de luxol.

4, Se enjuaga con alcohol al 95% y con agua destilada.

5. Se deja 2 seg en carbonato de litio al 0.005% (en agua).

6. Se diferencia con alcohol etflico al 70%.

7. Se deja en agua destilada hasta aplicar tincién de contraste, Puede —
ser con hematoxilina con la seric PAS-hematoxilina, o PTAH de Mallory.

8. Se deshidrata, aclara y monta en la forma habitual.

Resultados:

Las vainas de mielina y fosfolfpidos toman un color azul in-

‘tenso [62].
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3.5 CULTIVO DE FIBROBLASTOS.

Fibroblastos normales y de pacientes con alguna esfingolipidosia se obtie
nen lineas celulares derivadas de biopsias superficiales de piel en voluntarios
normales y pncigntesvconaeﬁﬁeuédéd:cnﬁfimédu. Los cultivos celulares son man
tenidos en medio esencial mfnimo Eagle suplementado con 10% (v/v) de suero fe—
tal bovino, 2mM de L-g‘lutam:lna. 100 unidades de penicilina y 100 microgramos -
de estreptomicina/ml, con 95% de aire humidificado y 5% de bibxido de carbono
a 37°C. Las células fueron recogidas por lavados de monocapas (3 veces) con =
buffer de fosfato-salino (PBS) y tratamientos subsecuentes con 0,05% de tripsi
na por 5 min a 37°C. las condiciones experimentales especificas para cada cul
tivo se desarrollan de acuerdo a la enzima en estudio {9s].

3.6 COLESTEROL.

3.6.1 Fundamento:
Una solucién cloroférmica de colesterol es mezclada con —

&cido sulfirico concentrado en achidrido ac&tico para producir un color verde
parduzco intenso, a temperatura entre 15-25°C, que tiene el punto miximo de ab
sorcién a 620 nm. En el mBtodo sagfin Liebermann-Burchard, se brescinde de la
extraccién y desproteinizacibn,

Reactivos:

1. Reactivo de colesterol (anhfdrido acético 6.33 M en &cido acético 99—
-100%).

2. Solucifn patrén de colesterol (300 mg/100 ml).

3, Acido sulffirico 95-97%.

3.6.2 Materiales y método:

PROBLEMAY PATRON § BLANCO

Suero 0.05 ml
Solucidn Patrdn -~ -
Agua destilada - 0.05 ml
Reactivo de colesterol}l 2.00 mlf 2,00 mi§ 2.00 ml

Al cabo de 10-060 min pipetear por la pared de cada

tubo directamente sobre la superficie del tubo.

0.05 nl

Acido Sulfiirico I 0.5 m.'ll 0.5 ml! 0.5 ml
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Colocar los tubos de ensayo inmediatamente después de la adicibn del Aci-
do sulfirico en un bafio de agua a temperatura ambiente y agitar. Sacar los tu
bos del bafio de agua al cabo de 5 min como mInimo y desprender agitando las -
protelnas que puedan haberse adherido a la pared del tubo. Medir extinciones
de los problemas y el patr6n contra el blanco 10-30 min después de la adicién
del &cido sulffirico.

Cilculo:

Extincisn_del problema
Extincién del patrdn x 300 mg/100 ml

Valores Normales:

= Recién Nacido s 45-100 mg/100 ml
—Entre un mes y 20 afios: 110-250 mg/100 ml
.= 40 afios hombre s 135-315 mg/100 ml
- 40 afios mujer s 135-290 mg/100 ml
~ 50 afios hombre : 150-340 mg/100 ml
~ 50 afios mujer : 145-330 mg/100 ml

3.7 CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO.

Utiliza resinas que son acopladas con aniones o cationes que se intercam-
bian con otros aniones o cationes del material que atraviesan estas resinas; -
que son polfmeros sintéticos altamente insolubles que contienen grupos funcio—
nales alcalinos: (NHB' +N(CH3)1‘) o Bcido (COOH, SOZH). Fundamentalmente se =
usan 2 tipos de resinas: anibnicas, de dietilaminoetileno (DEAE), y catidnicas,
la carboximetilcelulosa (CM), lLa Dowex 50 y la Amberlite IR 100 son resinas -
‘de intercambio catibnico, puesto que tienen grupos bisicos de intercambio idni
co. " La separacién se aumenta por el cambio de pH o de la carga iénica, o de -
ambos, en el amortiguador al igual que la temperatura, durante el fraccionamien
to por elucibn gradual en la columna de cromatograffa (cambio lento o continuo)
o por elucibn de cada paso. Es esencia, las resinas pueden considerarse como
&cidos o basés polifuncionales que son insolubles [23, 62].

3.8 ELECTROFORESIS EN GEL-ALMIDON.

3.8.1 Fundamento:

Una partficula coloiiigl o un idn, provistos de carga eléctri



ca,; emigran hacia el fnodo o c&todo bajo la 1nf}uengia de un campo eléctrico -
externo, Si las distintas partfculas tienen diferentes velocidades de despla—
zamiento, puede aprovecharse esta propiedﬁd para separarlas en distintas clases,
El emplepr ‘fuerzas elBctricas para lograr esta separacibn se llama electrofo-—
resis.

3.8.2 Materiales y mftodo:

: La puestra se coloca en un canal o pozo que se cor
ta o moldea en una capa delgada de gel-almidSn, agarosa o acrilamida; luecgo se
aplica el voltaje deseado, La velocidad de migracibn depende del gel; en almi
d6n se necesitan de 16-20 hrs para una buena separacifn. Lla concentracibn del
amortiguador para la separacibn del gel es de gran importancia, Aumentando el
voltaje la separacidn es mfs rApida, pero si se pasa de 250 volts, se presen~—
tan problemas de sobrecalentamiento, Psra cada técnica hay que estudiar “la me
Jor solucibn intermedia tomando en cuenta el espesor del gel, la concentracisn
‘del amortiguador, el voltaje aplicado y el volumen de la muestra.

Después de la electroforesis, las fracclones proteinicas se localizan por
tincidn, con colorantes afines a las protefnas, por ejemplo: negro amido, pon—
ceau S, cuando se requiere una sensibilidad alta se emplea nigrosina, El gel -
puede secarse hasta formar una pelfcula delgada sobre el soporte trasparente,
lugo se mide le cantidad de las distintas fracciones tefildas haciendo pasar la
placa frente a una fuente de luz. Se desplaza el gel tefildo s velocidad cons
tante, entre una hendidura gque recibe una luz intensa y una fotocelda. Cuando
las regiones intensamente tefildas donde se encuentran las protefnas pasan frenm
te a la hendidura, el voltaje producido por 1a fotocelda varfa proporcionalmen
te a la intensidad de la coloracién, o sea a la cantidad de protefnas, Aunque
lan electroforesis en gei—almid6n suministrq principalmente informacibn cuali-
tdtiva; también es posible el estudio cuantitativo de las distintas reacciones
tefiidas por elucidn del colorante, y medicifn de la absorbancia de los ligui~—
dos de elucifn en el espectrofotbmetro, :

El gel-almiddn, ademfs del efecto separador de las fuerzas eléctricas, -
existe un efecto de "tamiz" a nivel molecular, pues el gel bien preparudo sblo

_ tiene poros muy peguefios, La cc ia es una mayor discriminacibén de los

grupos de protefinas, Utiliz&ndose esta propiedad en la separacibn de iscenzi~
mas [62]. )
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3.9 DIAGNOSTICO DE LA LEUCODISTROFIA METACROMATICA,

3.9.1 - Prueba de Tincidn Metacromftica:

: ’ Se mezclan 2 gotas de solucisn acup
sa de azul de metileno al 2% p/v con el sedimento que queda después de centri-
fugar 15 ml de orina fresca. Se deja reposar durante varios minutos, se pasa
una gota de suspensibn a un portaobjetos, se cubre y se espera dulfent:e algunos
minutos, Se examina con el 6bjet1vo seco fuerte o de inmersifn buscando gr&-
nulos rojo-brillante de 8 a 70'micras de difmetro. Pueden presentarse alslados

o en aclimulos, o como inclusiones en las células epiteliales. La presencia -
de estos grlnulos es caracterfstica de la L.M. (lipidosis por sulfitidos); tam
bién puede presentarse en otros trastornos del metabolismo de lfpidos que afec
tan al SNC, por ejemplo: E,T.S. Se ha propuesto el siguiente método como prue
ba algo mis espeé{ﬁca de 1a lipidosis por sulfAtidos.

3.9.2 - Prueba de Tincibn con Violeta Ripido de Cresilo:

. Se centrifuga entre
2,000 y 3,000 rpm durante 10 min una muestra de orina fresca, de preferencia ~
no la primera de la mafiana. Fl sobrenadante se desecha y se preparan 6 frotis
con el sedimento, sobre portacbjetos limpios; después de fijarse en vapores de
formol a 60°C durante 1 hr, los portacbjetos se lavan con agua, y se tifien a ~
temperatura ambiente durante 10 min con una solucibn acuosa al 1% de violeta -
rfpido de cresilo. El pH del colorante debe ajustarse entre 3.5-3.6 con &cido
acftico antes del uso. Los frotis tefiidos se lavan con agua y se montan en ja
lea de glicerina. El resultado positivo se traduce por la aparicién de sustan
‘cia parda de tincibn metacromitica en el citoplasma de células epiteliales de
origen renal, S6lo es importante la sustancia intracelular a menudo se ve sus
tancia parda extracelular, que no tiene valor.

3.9.3 Prueba de Sulfatasa A en orina:
Es la prueba mis especifica.
Reactivos:

Sulfato de amonio en grénulos

Anortiguador de &cido acético (0.5 M; pH=5,0)
Acetato de sodio (0.1 M; pli=5.0)

Soluciones de HCL (6.05N y 0.01N)
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NaOH 6 N
Solucibn Acida de é&ter.

Se agitan 5 volumenes de &ter anhidro con 1 volumen de HCl 0.05 N. Se es
pera a que las fases se separen; la fase interior de Acido se separa y se desc
cha. La fase de &ter no debe tener gotitas de HCL,

Reactivo de Sufatasa A. Se prepara de la siguiente manera:

p-nitrocalecol, sal disbdica 165.0 mg
Pirofosfato de sodio decahidratado 11.2 mg
NaCl 5.0 mg

Se disuelven en amortiguador 0.5 M de &cido ac8tico y acetato de sodio, -
ge afora a 50 ml con el propio amortiguador.

Método:

1. Se recogen cuando menos 50 ml de orina; lo mejor es hacerlo en la mafia
na, después de desechar la primera muestra de orina nocturna. Se mide ¢l con—
‘tenido de creatinina; debe ser superior a 20 mg/100 ml, lo cual indica una ~—
muestra bastante concentrada. Se verifica el pH con el potencibmetro; debe —
ajustarse a 5.0 por adicién cuidadosa de &cido dilufdo si es necesario.

2, Se afiade sulfato de amonio s6lido, a razén de 47.3 g/100 ml de orina.-
Para esta técnica, el precipitado que producen 50 ml de orina es suficiente, -
El sulfato de amonio debe disolverse completamente,

3, Se centrifuga a 10,000 rpm durante 10-15 min. El sobrenadante se vier
te y desecha.

4. El precipitado compacto se disuelve en 2.0 ml de amortiguador de aceta
to 0.01 M.

5. Se pipetea 1.5 ml de esta solucién de amortiguador de acetato en una -
probeta de 25 ml provista de tapén., Se adaden 1.5 ml de reactivo de sulfatasa
A, se agila, y se calicnta a 75°C, +/= 3°C durante 10 min,

6. Se afiaden 10 ml de HCl 0.01 N y se mezcla por inversién 5 veces. Se -
deja reposar 15 min.

7. Se afiaden 5 ml de &ter &cido. .Se mezcla por inversién 5 veces; no hay
que agitar; se dcja en reposo hasta que se separen las fases.

8. La fase de &ter se pasa a un tubo de ensayo limpio, Se afiade 1 gota de
NaOll 6 N y se agita cuidadosamente, Se deja en reposo hasta que aparecc color
en ¢l fonde del tubo de ensayo.
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Resultados:
En la L.M. se obtiene un color amarillo brillante. En los -

testigos normales, el color va desde anaranjado hasta rojo intenso [627.
3,10 PREPARACION DE LEUCOCITOS Y FIBROBLASTOS.

Para la preparacidn de leucocitos, las siguientes soluciones stock son -
preparadas:

1. D-glucosa 0,020 M; &cido cicrico 0.006 M, citrato de sodio anhidro 0.11M

2, Dextran 6% p/v en NaCl 0.9% ’

3, D-glucosa 5% en NaCl 0.9%

4. NaCl 3.6%

Las soluciones 1; 2 y 3 son mezcladas en las proporciones: 1.5, 5.0 y 3.5
.y guardadas en refrigeraci6n hasta su uso.

10 ml de sangre completa heparinizada, se guarda en hielo hasta su uso -
(preferiblemente no mis de 1 hr), y se adiciona a un volumen igual de la mezcla
descrita arriba. Esta suspensifn es bien mezclada por inversifn y se mantiene
8 temperatura ambiente de 15-45 min o hasta que los eritrocitos han sedimentado
completamente.

La capa superior es removida por aspiracién y es centrifugada en frio é -
350 s durante 15 min, El sobrenadante es descartado y la pastilla es suavemen
te . resuspendida en 2-4 ml de NaCl al 0,9% y se adiciona solucidn salina hasta
un volumen final de 8 ml. Se adiciona agua destilada fria (24 ml) y la suspen
8i6n es mezclada por inversibn y se centrifiga hasta 90 s para hemblisis de los
eritrocitos restantes, Finalmnete 8 ml de solucibn salina 3.6% fria es adicip
nada y mezclada, la suspensibn es centrifugada como se indica arriba, Si 1la -
pastilla todavia contiene grandes cantidades de eritrocitos, la hemblisis se -
hace de otra manera: la pastilla suspendida en 2-5 ml de solucién salina al —
0.9% transferida hasta un tubo pequefio y recentrifugada por 15 min,

Si los eritrocitos residuales permanecen sobre la capa de la pastilla, -—
0.1 ml de sobrenadante se desecha. Las pastillas pueden almacenarse en refri—
geracifn, pero si no son usadas durante 1-2 dias,se:agrega 0.1 ml de agua sobre
la capa de la pastilla para prevenir pérdida de agua de los leucocitos mientras
son almacenados.

los fibroblastos obtenidos por medio de explante son subcultivados hasta
obtener 5, 000, 000-10, 000, 000 de células de confluencia y son recogidas de
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2-5 dias despufs de la confluencia, Los fibx:oblast:és son centrifugados fuera
del medio y resuspendidos de 2-5 ml de solucién frfa.: conteniendo sucrosa 0.25M,
NaCl 0.05M, Tris-cloruro 0.01 M, pH=7,3 y centrifugado a 500 s durante 45 min,
La pastilla resultante es almacenada para el ensayo enzimStico [62].

3.11 [ENSAYOS ENZIMATICOS.

Los leucocitos provenientes de 10 ml de sangre son suspendidos en 1 ml de
sucrosa fria 0.25 M; 10 microlitros de una solucién Triton X-100 al 10% v/v es
adicionada para dar una concentracién final de 0,1% 'y la suspensibn es sonica-
da a 30 5. Los fibroblastos son suspendidos en 0,1 wl de sucrosa fria 0,25 M
por 10, 000, 000 de c&lulas, con breve sonicacién, y el Triton X-100 es adicio
nado para dar una concentracibn de 0.1%, El contenido de protefna de la sus——
pensién resultante de fibroblastos y leucocitos tiene un rango de 2-5 mg/ml.

La ventaja es tomar los efecto diferenciales de la concentracibn de c}o—
‘ruros sobre ASA y ASB para determinar la actividad especifica de la ASA; esto

- se acompaila de lo siguiente: la ASA es determinada usando una concentracién -
final de buffer-acetato de sodio 0.5 M, pH=5.0, sulfato-nitrocatecol 0.005 M,
NaCl 0,75 M y de 50-200 microgramos de protefna de leucocitos o fibroblastos -
en un volumen final de' 200 microlitros incubados a 37°C durante 60 min. Los -
blancos contienen los mismos componentes, menos sustrato, incubando como se des
cribe, las reacciones son terminadas por la adicién de 0.4 ml de NaGh 1.0 M, —
el sustrato es adicionado a los blancos y las absorbancias de todos los tubos
gon lefdas a 515 nm. Una curva est&ndar es preparada usando 4-nitrocatecol,

La hexosaminidasa es usada como una enzima de referencia; é&sta provec una
verificacién hacia el deterioro no especifico de todas las enzimas de tejidos
durante preparaciones o almacehaje de leucocitos o fibroblastos, y también los
posibles niveles enzimfticos alterados en fibroblastos que surgen de, por ejem
plo, diferentes lapsos de tiempo en cultivos para diferentes lineas celulares,
Cuando los datos pura ASA estfn relacionados con niveles de hexosaminidasa, el
resultado provee una gufa mds segura para la evaluacibn de casos en cuestién a
las actividadcs especificas de la ASA sola [61],

La hexosaminidasa en leucocitos es ensayada en un volumen final de 200 mi
“crolitros conteniendo buffer de Acido—citrice-fosfato de sodio 0.05 M, pH=4.0,
p-nitrofenil-beta~N-acetilglucosamido 0,005 M, y de 10~50 microgramos de pro-
teina. La hexoseminidasa de fibroblastos es ensayada en 200 microlitros conte
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niendo acetato de sodio 0.05 M, pH=5.4, p-nitrofenil-beta-N-acetilglucosaminide
0.0025 M y de 10~50 microgramos de proteina.

Los blancos se preparan como se decribe para la ASA. Lds reacciones son
detenidas después de 30 min a 37°% pof adicién de 1.8 ml de glicina 0.2 M-car-
bonato de sodio 0.3 M (ph=9.8 hasta 10,0), las absorbancias se determinan a =
400 nm. El p-nitrofenol es usado para preparar una curva estandar [16, 62].

3.12 RADIOMARCADO DE GALACTOSILESFINGOSINA EN EL DIAGNOSTICO DE LA E.K.

El alcohol primarioc que se encuentra en el carbono 6 de la galactosa de -
la mol&cula galactosilesfingosina es tritiada.

La obtencibn de galactosilesfingosina se hace como sigue: los 1lipidos to
tales se extraen de los tejidos utilizando cloroformo-metanol (2:1 v/v); los -
cuales se adsorbén en una columna de Ag 50 x 8. Los 1fpidos catibnicos se elu
yen con cloruro de calcio (0.4 M)-metanol (1:3 v/v)., Loés materiales hidrofili
cos son removidos por rollos de Sep~Pak C18. La galactosilesfingosina aislada
se une a o-phtaldehido, el cual se pasa.a través de columnas AG 50 x 8 y AG 1x2,
La muestra final se introduce en cromatograffa 1lfquida de alta resolucibn, la
cual consiste en una columna de sflica-gel (Chamcosorb 250 x 5.2 mm) y solvente
por sistema de gradiente de elucibn desde O hasta 45% etanol-agua (100:2 v/v)
en hexano por 30 min con una velocidad de flujo de 1.5 ml/min. La solucién £i
nal se deja evaporar a temperatura ambiente durante 24 hrs,

El radiomarcado se lleva a cabo de la siguiente manera: después de ser =
oxidada con galactosa oxidasa y peroxidasa,la forma monomfrica de la galactosil
esfingosina oxidada es separada de las formas oligoméricas entre el grupo alde
-hido y el grupo amino libre, y del compuesto restante no oxidado, por medio de
cromatograffa en capa fina con sflica—gel., Las placas de silica-gel (20x20x——
x0.5 cm) son reveladas en cloroformo-metanol-agua 24:7:1 (por volumen), y seca
das; las manchas son visualizadas al exponerlas a vapores de ‘yodo. El aldehfdo
monomérico es raspado de las placas, evaporando al yodo, el aldehido es extral
do del polvo dentro de cloroformo-metanol 2:1 (v/v) y secado bajo mritrSgeno. -
El rendimiento de la oxidacifén es de 25-40Z. Después la reduccién es con boro
tritiodo de sodio y subsecuentemente completada con borohfdrido de sodio, la _
gslactosilesfingosina radiomarcada es purificada por cromatografia en capa fi-
na., La migracién es idéntica a la del compuesto original, y la cromatografia
analftica en capa fina (20x20x0.025 cm) de un &cido hidrolizado (1 hr a 100°C
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en ‘HCL 4 N) revela que la galactosa residual 'coptiene mfis del 92% de tritio y
menos de 8% del total esS presente en la esfingosina. El rango de actividad -
especifica es de 1,600-5,700 cpm/nmol y el rendimiento total es de 20-30%.

Acilacién:

El compuesto N-acil-beta-D(6-3H)galactosilesfingos:lna es pre-
parado por la combinacién directa de galactosilesfingosina radiomarcada unida
a cadenas saturadas de &cidos grasos.

Ensayos:

Las mezclas de reaccidn contienen 30 nmol de N-acil-beta-D-(6-
-3H)galactosilesfingnsina (27,000 cpm), 400 nmol de taurocolato de sodio, =-—~
80 nmol de &cido ol&ico y 10-25 microgramos de protefnas de células o tejidos
en 100 microlitros de buffer citrato-fosfato a pH=4.3 (0.05 M de &cido citrico
por 0.1 M de fosfato &cido de sodio)., EFl sustrato y detergentes se almacenan
a ~70°C en cloroformo~metanol 4:1 (v/v). ’

Lo anterior es secado bajo nitrSgeno y sonicado (10 seg) en buffer ante——
‘rior adicionando la fuente de enzima, Después de la incubacién a 37°% por i,
2 & 16 hrs, la reaccifn termina por la adicién de 100 microlitros de 3 mmol/lt
de galactosa y puede ser 1.5 ml de cloroformo-metanol 2:1 (v/v) o 600 microli-
tros de suero albGmino humano al 1% (p/v) y 100 microlitros de &cido tricloro-—
acético al 100% (p/v).  La mezcla obtenida por cualquier procedimiento es cen-
trifugada a 600 s durante 10 min, La (6—3H)galactosa es recuperada dentro de ~
la fase superior acuosa, y después, es recuperada dentro de la fase sobrenadan
te posterior a la precipitacién de austrato no unido, la ceramida liberada y -
la alblimina [82, 91].
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4, CONCLUSIONES,

~. Se ha establecido que las esfingolipidosis son provocadas por almacén
de 11pidos dentro de lisosomas secundarios, debido principalmente a falta de -
actividad enzimfitica provocada por alteraciones a nivel genético, que predispo
ne a los judfos para presentar dichas enfermedades,
- Para el estudio y difegenciac?&n de las enfermedades causadas por acli—
" mulo de 1fpidos se propone la siguiente secuencia, ya que por sintomatolegfa —
ﬁnicamente no es posible establecer un diagnbstico satisfactorio:

1. Realizacibn de Historia Clinica completa.

2. Realizacibn de estudios de laboratorio de rutina tales como: determina
¢i6n de colesterol, creatinina, fosfatasa Acida, bilirrubinas; asf co-
mo anflisis de sedimento urinarioc en donde se pueden aplicar ensayos -
de tinciones para diferenciar el tipo de 1fpidos almacenados.
Obtencién de biopsia para la realizacibn de -divetsas: tinciones dife—
renciales (Tabla 7) y localizar 1a esfingolipodistrofia a que corres——

3

ponde.

4, Obtenci6n de enzima purificada del paciente para someterla a ensay& -
enzimitico con el sustrato de eleccidn para calcular el porcentaje de
actividad de dicha enzima.

5. Una vez localizada la enfermedad a que corresponde, establecer el Ti-

po que se presenta, para posteriormente relacionarlo con el prondstico
y describir al paciente cémo serd su evolucidn.

6. Aunque actualmente no se ha comprobado que exista una terapeltica efi-
ciente, se podria intentar la administracibn de enzimas para el trata—
miento.

- Estudios recilentes, proponen que los ensayos enzimiticos deben reali—
zarge en personas de procedencia judfa que vayan a contraer matrimonio, pucs —
de esta manera se puede evitar el nacimiento de mis personas afectadas. Asf -
como la deteccidn de portadores.

- lo que debe realizarse es la bfisqueda de métodos terapefiticos eficien—
tes para el control de la enfermedad, y prolongar la vida de aquéllos pacicntes
que presentan peribdos de vida muy cortos.
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