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RESUMEN

Introduccion: La fucosidosis es una enfermedad de almacenamiento lisosomal rara,
causada por mutaciones en el gen de la a-L-fucosidasa; de ellas, se ha encontrado
la Q422X en varias poblaciones. En Cuba solo se han reportado enfermos en la
provincia de Holguin.

Objetivo: Correlacionar el comportamiento clinico con la mutacion causal.

Métodos: Se realizé un estudio en la totalidad de las familias con enfermos
diagnosticados en el Centro Provincial de Genética Médica de Holguin, entre 1985y
2023. Las variables estudiadas fueron la presencia de angioqueratoma, la edad de
fallecimiento, el tipo clinico y la mutacion causal.
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Resultados: Se diagnosticaron 19 enfermos homocigotos para la mutacion Q422X,
pertenecientes a 13 familias. El 79,8 % de los afectados present6 angioqueratoma.
El 43,8 % falleci6 antes de los diez afios de edad; el 50 % durante la segunda década
de vida; y solo un paciente después de los 20 anos. El 42,2 % tuvo una forma de
evolucion clinica intermedia. La edad de fallecimiento no mostré una relacion
estadisticamente significativa con la presencia de angioqueratoma, por lo cual no
se pudieron delimitar de forma precisa los tipos clinicos de la enfermedad en base
a estas variables.

Conclusiones: A pesar de estar causada unicamente por la mutacion Q422X, la
fucosidosis en Holguin se ha comportado como un espectro clinico continuo, con
variabilidad inter e intrafamiliar; por tanto, factores tanto genéticos como no
genéticos han intervenido en su heterogeneidad fenotipica.
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ABSTRACT

Introduction: Fucosidosis is a rare lysosomal storage disease caused by mutations
in the a-L-fucosidase gene; of these, Q422X has been found in several populations.
In Cuba, patients have only been reported in Holguin province.

Objective: To correlate clinical behavior with the causal mutation.

Methods: A study was carried out in all families with patients diagnosed at the
Provincial Center for Medical Genetics in Holguin, from 1985 to 2023. The variables
studied were the presence of angiokeratoma, age of death, clinical type and causal
mutation.

Results: Nineteen patients were diagnosed as homozygous for Q422X mutation
belonging to 13 families. 79.8% of those affected presented angiokeratoma. 43.8%
died before the age of ten, 50% during the second decade of life, and only one patient
after the age of 20. 42.2% had an intermediate clinical course. The age of death did
not show statistically significant relationship with the presence of angiokeratoma,
so the clinical types of the disease could not be precisely delimited based on these
variables.

Conclusions: Despite being caused solely by the Q422X mutation, fucosidosis in
Holguin has behaved as a continuous clinical spectrum, with inter- and intrafamilial
variability; therefore, both genetic and non-genetic factors have intervened in its
phenotypic heterogeneity.
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Introduccion

La fucosidosis es una enfermedad de almacenamiento lisosomal, causada por la
pérdida de actividad de la enzima a-L-fucosidasa, lo que provoca la acumulacion de
glicoproteinas y glicolipidos fucosilados en varios tejidos y 6rganos.(":2 La variedad
de hallazgos clinicos que incluye es muy amplia. Ademas del deterioro neurolégico
predominante, se pueden presentar alteraciones dermatoldgicas, faciales,
respiratorias, oculares, cardiacas, disostosis multiple y visceromegalias, asi como
afectacion del crecimiento y desarrollo.(345

La muerte suele ocurrir antes de los diez afios de edad en menos de la mitad de los
enfermos, y después de los 20 afios solo en un 40 % de ellos. Los pacientes con
sintomas tempranos tienden a mostrar un deterioro neurolégico mas rapido, que
conduce al fallecimiento en una edad temprana. Se ha documentado que alrededor
del 60 % de los pacientes mueren como consecuencia de infecciones respiratorias
y complicaciones neurolégicas.(4

De acuerdo a la variabilidad en las manifestaciones clinicas, se han descrito dos
tipos de la enfermedad: el tipo | o rdpidamente progresivo, donde la
neurodegeneracion lleva al estado vegetativo y la muerte antes de los diez afios de
edad; y el tipo I, que tiene un curso moderado, con una progresion mas lenta de los
sintomas neuroldgicos y supervivencia hasta la adultez, y en el cual la mayoria de
los pacientes desarrolla angioqueratoma corporis difuso.(234)

La fucosidosis es una enfermedad autosémico-recesiva, producida por mutaciones
en la estructura del gen de la a-L-fucosidasa-1 (FUCA1), localizado en el locus
1p36.11, el cual contiene ocho exones que cubren 23 kb y codifica una proteina sin
procesar de 461 aminoacidos; de ellos, 22 corresponden al péptido de sefial y 439,
a la proteina madura.® Hasta la fecha, se han reportado 39 variantes patogénicas
que provocan una actividad enzimatica baja o ausente.(678910.11)
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La correlacién fenotipo-genotipo no se ha podido realizar de forma precisa debido
a la gran heterogeneidad alélica y la poca repetitividad de las mutaciones en
pacientes no emparentados. Se ha planteado que esta enfermedad se manifiesta
como un espectro clinico continuo, en vez de poseer dos tipos clinicos mayores, los
cuales, de hecho, no se ha demostrado que sean causados por la heterogeneidad
de locus; y se ha propuesto que factores tanto genéticos como no genéticos pueden
ser la causa de la gran variabilidad fenotipica.(47:8)

El tratamiento actual, en la gran mayoria de los casos, se limita al manejo de las
complicaciones y al apoyo con fisioterapia. Sin embargo, los modelos animales
generados han esclarecido la neuropatologia de la enfermedad y han abierto el
camino para posibles terapias. El trasplante de células madres hematopoyéticas se
ha aplicado a un pequefo niumero de pacientes, con estabilizacion de los sintomas
en algunos casos. A su vez, la terapia de reemplazo enzimatico se prueba
actualmente en estudios preclinicos, pero aun no existen ensayos clinicos de terapia
génica.®

Aproximadamente, se han reportado130 enfermos de fucosidosis en todo el mundo.
Su prevalencia inferior a uno por cada 200 000 nacidos vivos hace que se considere
una enfermedad ultrarrara.®'? Sin embargo, se han reportado apariciones
considerables de enfermos en regiones del sur de Italia, en poblaciones de origen
indomexicano de Arizona y Colorado en los Estados Unidos de Norteamérica, en

Tunez y en Cuba, donde los afectados se concentran en la provincia de
Holguin.(34:913141516)

El conocimiento de la segregacién de la mutacion Q422X en dos familias con
enfermos de fucosidosis que residian en los Estados Unidos de Norteamérica,
cuyos ancestros provenian de la provincia de Holguin, permitié hipotetizar que en
los enfermos diagnosticados en Cuba se encontraba la misma mutacion, y
establecer un protocolo para el diagnéstico molecular.®

El objetivo de este estudio fue correlacionar el comportamiento clinico de la
fucosidosis con la mutacion causal encontrada en las familias cubanas.

Métodos

Se realiz6 un estudio descriptivo, tipo serie de casos, de la totalidad de familias con
enfermos de fucosidosis diagnosticados entre 1985 y 2023, en el Centro Provincial
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de Genética Médica de Holguin (CPGM-Ho), en el Hospital Pediatrico Universitario
Provincial de Holguin, Cuba.

Los enfermos fueron identificados con niumeros arabigos y ordenados de acuerdo
con el momento en que se diagnosticaron. Las familias fueron identificadas con
letras mayusculas, cuyo ordenamiento dependié del momento de diagndstico del
primer afectado en ellas.

El diagndstico bioquimico de la enfermedad se basd en la cuantificacidon de la
actividad de la enzima a-L-fucosidasa en leucocitos mediante espectrofluorimetria,
realizada en el Departamento de Genética Bioquimica del Centro Nacional de
Genética Médica (CNGM) de Cuba. Se asumié como enfermo de fucosidosis cuando
la actividad enzimatica fue un 30 % menor que la actividad de los controles
sanos.(10)

Se extrajeron, aproximadamente, 10 ml de sangre periférica, mediante puncion
venosa, a los enfermos, sus padres y otros familiares, previo consentimiento
informado en el laboratorio de Genética Bioquimica del CPGM-Ho.

Las muestras fueron depositadas en tubos conicos de 50 ml, que contenian como
anticoagulante 200ul de 4&acido etilendiamino tetra-acético (EDTA) a una
concentracion de 0,5 molar (M), y se trasladaron en termos refrigerados al
Laboratorio de Biologia Molecular del CNGM, donde se extrajo el ADN utilizando
el protocolo estandar de precipitacion salina.(”)

El diagndstico de la mutacion Q422X se basé en el método publicado por Kretz y
otros en 1989.('® Las amplificaciones de los fragmentos de ADN contenidos en la
region estructural del gen de la a-L-fucosidasa se realizaron mediante reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), por el método publicado por Saiki en 1988.

Para cada muestra de 1 yl de ADN gendmico en una dilucién de uno en diez, la
mezcla de reaccidn incluyé: 2,5 pl del buffer PCR 10 x (Quiagen); 1,25 pl de dNTPs a
dos milimolares; 1 pl de los cebadores FUCA1 F30 y FUCA2 F2r (diez picomoles);
0,25 pl de Taqg DNA Polimerasa (5 U/pl) Hot Start (Qiagen); y 18 ul de agua estéril
miliQ, para un volumen final de 25 pl por muestra.

La amplificacion se realizé a través de 30 ciclos de desnaturalizacion a 95’ C durante
un minuto, hibridacién a 57° C durante un minuto, y extensién a 72" C durante un
minuto; con una extension final de diez minutos en un equipo de marca MJ
Research.(19

A una alicuota de 5pl de cada producto de amplificacion se le afiadié 2pl del
Loanding buffer Bromofenol azul (BFA), y se depositd en un gel de agarosa al 2 %,
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inmerso en una solucién de tris-borato-EDTA (TBE) al 0,5 X, empleada como buffer
de corrida junto al marcador de 100 pb: ¢ x174/HaE Ill; y se digirié con 4pl de la
enzima de restriccion EcoRI|?° (Promega) (12 U/pl) durante 60 min a 37" C.

Las corridas electroforéticas para la separaciéon del ADN en dependencia de su
tamano fueron realizadas en un equipo de marca lkb. Se aplicé una corriente de 100
V y 36 mA durante 40 min y, como resultado, se obtuvieron bandas de diferentes
longitudes, correspondientes a dos alelos: el alelo 1 de 366 pb, y el alelo 2 de 264 y
102 pb.

Las variables estudiadas en cada enfermo y familia fueron la presencia de
angioqueratoma, la edad de fallecimiento, el tipo clinico y la mutacion causal.

Para facilitar el manejo de la informacion se cred una base de datos primarios en el
microprocesador Excel. Para la descripcién de las variables se utilizaron los
estadigrafos frecuencia absoluta, por ciento, razén y proporcion. Como estadigrafo
de tendencia central se empleé la media aritmética, y como estadigrafo de
dispersidn, la desviacién estandar.

El procesamiento de los datos se realizd con el software Statistical Package for
Social Sciences (SPSS, por sus siglas en inglés). Para el anélisis de la relacion entre
variables se emplearon la medida simétrica V de Cramer y la medida direccional
coeficiente eta cuadrado: n?. Para la evaluacion de la concordancia entre las
frecuencias esperada y observada, se empled la prueba de Kappa. Se consideré
significacidn estadistica para valores de p < 0,05.

El estudio se realizé segun las regulaciones establecidas en la Declaracion de
Helsinki® para las investigaciones médicas con seres humanos.

Resultados

En la provincia de Holguin se han diagnosticado 19 enfermos afectados de
fucosidosis, pertenecientes a 13 familias no relacionadas; de ellas, 11 presentaban
casos unicos (casos 1,2,5,6,8,9,11,12,15,16 y 19; en las familias A, B, D, E, F, G,
H, I, J, Ky M, respectivamente). En las dos familias restantes se agruparon seis y
dos enfermos respectivamente. El estudio de diez generaciones en la familia C
permitié identificar los nexos existentes entre los ancestros de los casos 3,4, 7, 10,
13y 14. A su vez, los casos 17 y 18 se agruparon en la familia L.
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La confirmacién bioquimica de la enfermedad se realizé a los 4,9 + 2,7 afios, con un
rango entre 1,5y 10 afios. La media de la actividad de a-L- fucosidasa en leucocitos
fue del 1,9 + 2,2 % de la actividad de controles sanos, con un rango enzimatico entre
0y 8,3 %. Los 19 enfermos fueron homocigotos para la mutacién Q422X (fig. 1).

264pb —
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Leyenda: E enfermo; P: padre; M: madre; H: hermano; c1: control heterocigoto; c2: control homocigoto dominante; ¢3: control
homocigoto recesivo.

Fig. 1 - Fotografia de corrida electroforética en gel de agarosa al 2 % del gen FUCA1 para
el diagndstico de la mutacion Q422X en una familia.

El 79,8 % de los afectados presenté angioqueratoma (fig. 2).
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Fig. 2 - Fotografia de angioqueratoma.

Al concluir el estudio solo tres enfermos se encontraban vivos. El fallecimiento se
produjo alos 11,0 + 5,4 aios, con un rango que vario desde los 3 hasta los 23 afos.
El 43,8 % de los casos fallecio antes de los diez afos, el 50 % durante la segunda
década de vida, y solo un paciente después de los 20 afos. La edad en el momento
del fallecimiento no presenté una relacion estadisticamente significativa con la
presencia de angioqueratoma (coeficiente de correlacion eta cuadrado: n? = 0,234).

Con respecto a la distribucién de pacientes segun los tipos clinicos de acuerdo con
la edad de fallecimiento y la presencia de angioqueratoma, solo la enferma de la
familia G y una afectada de la familia C pudieron incluirse con certeza en el tipo |
descrito, al haber fallecido antes de los diez afios, con ausencia de la manifestacién
cutanea. Los casos unicos de las familias F, H, | y J, y un enfermo perteneciente a la
familia C pudieran encuadrarse en ese tipo clinico por su edad de fallecimiento, pero
presentaron angioqueratoma (tabla).
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Tabla - Distribucion de pacientes con fucosidosis segun los fenotipos clinicos

Presencia de angioqueratoma Total
Tipo clinico por edad de fallecimiento
Si No FA %

Tipo | 5 2 7 36,8
Tipo intermedio 7 1 8 42,2
Tipo Il 2 0 2 10,5
No clasificables 1 1 2 10,5
Total 15 4 19 100

A su vez, solo el enfermo de la familia B y un afectado dentro de la familia C
manifestaron un fenotipo compatible con el tipo Il o de progresion lenta, tanto por
su supervivencia después de los 20 aflos como por la presencia de angioqueratoma.

Siete enfermos (los casos Unicos de las familias A, Ey K, el primer caso de la familia
L, y tres miembros de la familia C) presentaron un fenotipo intermedio con
fallecimiento entre los 10 y 20 afios, y presencia de angioqueratoma. La unica
enferma de la familia D fallecio en igual periodo de la vida, pero sin aparicion de la
lesidon dermatoldgica.

A las dos restantes afectadas no fue posible atribuirle con certeza un tipo clinico,
pues se encontraban vivas al finalizar el estudio. Una de ellas era el segundo caso
de la familia L, y la otra, el unico caso de la familia M, que se encontraba en estado
vegetativo a sus ocho afios y no habia presentado angioqueratoma.

Dentro de la familia C se observd una variabilidad del fenotipo clinico de la
enfermedad. La paciente 7 (enferma VIII-2) mostré un tipo | o severo, con inicio a
los 11 meses y fallecimiento a los siete afios, sin aparicion de angioqueratoma; sin
embargo, el caso 3 (enfermo IX-1) presentaba las lesiones cutaneas a pesar de que
su fallecimiento ocurri6 a los tres afos, posterior a un retraso del desarrollo
psicomotor de inicio a los seis meses de edad (fig. 3).
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Leyenda: tipo | (rojo), tipo | con angioqueratoma (violeta), tipo Il (azul) y tipo intermedio (morado).

Fig. 3 - Arbol genealdgico 1. Familia C.

El caso 13 (enfermo X-1) poseia un fenotipo clinico compatible con el tipo Il o de
progresion lenta; con 21 afios cumplidos al finalizar el estudio, no habia arribado al
estado vegetativo y presentaba angioqueratoma corporis difuso. Los restantes
afectados, casos 4, 10 y 14 (enfermos VIII-5, VIII-6 y X-2), manifestaron una forma
de severidad intermedia de la enfermedad, con fallecimiento entre los 10 y 20 afos,
y apariciéon de angioqueratoma.

En la familia L, ambos enfermos, hasta el momento de finalizar el estudio, habian
desarrollado un fenotipo clinico de severidad intermedia con presencia de
angioqueratoma, pero con diferencias en su supervivencia. El paciente 17 (enfermo
VII-1) fallecié a los 12 afos, y el caso 18 (enferma VII-2) sobrepasaba los 15 afios
en estado vegetativo (fig. 4).
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Leyenda: tipo | (rojo), tipo | con angioqueratoma (violeta), tipo Il (azul) y tipo intermedio (morado).

Fig. 4 - Arbol genealdgico 2. Familia L.

Discusion
Tradicionalmente, la evolucién clinica de la fucosidosis se ha valorado en
dependencia de la aparicién de angioqueratomas y su relacién con la edad de
fallecimiento.(?34 Los angioqueratomas son malformaciones capilares benignas
que pueden formar pdpulas, nédulos o placas de color rojo oscuro/negro, con
hiperplasia epidérmica suprayacente asociada con acantosis o0 hiperqueratosis.
Aunque existen otras enfermedades de almacenamiento lisosomal en que pueden

aparecer esas manifestaciones cutaneas, incluidas la gangliosidosis GM1, su
presencia debe hacer sospechar fucosidosis.®

La forma menos severa de fucosidosis o tipo Il, con una supervivencia mayor, se ha
asociado con la aparicion de angioqueratomas.®# Sin embargo, el 71,4 % de los
enfermos que han fallecido antes de los diez anos en este estudio presentd
angioqueratomas, y un caso con desenlace en la segunda década de vida no los
poseia. El efecto o magnitud de relacién entre la presencia de la manifestacion
cutanea y la edad de fallecimiento fue débil, lo cual dificultd la clasificacion
fenotipica tradicional.
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Willems y otros® encontraron similar contradiccion en la relacién del
angioqueratoma con la edad de fallecimiento, al analizar enfermos nacidos antes
de 1991 en diferentes regiones del mundo; y sefialaron que, mas bien, encontrar la
manifestacion cutanea dependia de la edad del paciente en el momento del examen.
Los pacientes de Tunez con angioqueratoma se correspondian mas con la forma
clinica intermedia que con el tipo Il de la enfermedad segun el momento de su
fallecimiento. También se planted que la existencia de la manifestacion cutanea era
tiempo-dependiente.('9

La ocurrencia de la muerte durante la segunda década de vida en el 50 % de los
enfermos de fucosidosis holguineros, y antes de los diez afios o después de los 20
en menor numero, es compatible con diferentes gradaciones de un espectro
continuo de severidad clinica. A nivel global se ha encontrado una distribucién
bimodal de la edad de fallecimiento, con elevaciones antes de los diez afios y
después de los 20, respectivamente, y con una menor cantidad de defunciones entre
los 10y los 20 afios.® Esa distribucion es contraria a la observada en Holguin.

Existen pocas publicaciones acerca de la correlacion clinico-molecular de la
fucosidosis en grupos grandes de pacientes; esto responde a la gran
heterogeneidad alélica existente, lo cual provoca que la mayoria de los afectados
sean homocigotos para distintas mutaciones.® No obstante, se han encontrado
diferentes fenotipos clinicos en pacientes con una misma mutacion, por lo que se
ha sugerido que factores ambientales o genes modificadores contribuyen en el
comportamiento clinico.("22)

En un andlisis de siete pacientes con la mutacion Q422X, de los cuales tres eran de
origen italiano, dos franceses y dos cubanos nacidos en Estados Unidos de
Norteamérica, se encontraron tanto la forma lenta como la rapidamente progresiva
de la enfermedad; asi como el fenotipo intermedio, con diferencias en la edad de
fallecimiento.®)

En el presente estudio, a pesar de existir una homogeneidad mutacional, se
evidencio variabilidad clinica inter e intrafamiliar. Enfermos con un mismo origen
étnico y procedentes de una misma region geografica, o, incluso, pertenecientes a
una misma familia, tuvieron un comportamiento clinico diferente a pesar de
presentar la mutacién Q422X en estado homocigoto.

La variabilidad clinica inter e intrafamiliar en presencia de una misma mutacién se
ha reportado en otras enfermedades de almacenamiento lisosomal como las

mucopolisacaridosis, la manosidosis y la ceroidolipofuscinosis neuronal, entre
otras.(23.24.25)
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A pesar de estar causada unicamente por la mutacién Q422X, la fucosidosis en
Holguin se ha comportado como un espectro clinico continuo, con variabilidad inter
e intrafamiliar; por tanto, factores tanto genéticos como no genéticos han
intervenido en su heterogeneidad fenotipica.
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