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1. INTRODUCCION

La xantomatosis cerebrotendinosa (XCT) es una emfgad autosdmica recesiva, producida
por un déficit en la enzima mitocondrial esterd@Hdroxilasa (CYP27) Fue descrita por
primera vez por van Bogaert y colaboraddrs 1937 y desde entonces se han comunicado al
menos 300 casos en la literatura, con mas de 48lc@ciones al respecto. La 27-hidroxilasa es
un miembro de la familia del citocromo P450 mitadaal, que cataliza la oxidacion inicial de la
cadena lateral de los esteroles intermediarios grosicidn G; en la sintesis hepatica de acidos
biliares, asi como de la vitamina [rolecalciferol) en la posicién.§ Cys°. El déficit de este
enzima produce una sintesis reducida de acidosardsli especialmente de &acido
qguenodeoxicolico (AQDC) y un aumento en la formadai@ intermediarios, como el colestanol
y los alcoholes biliares &. Como consecuencia de la producciéon excesiva lsteool y de
colestanol, estos esteroles se acumulan en todotejidos, especialmente en el cerebro, los
pulmones, los cristalinos y los tendches

En 1989, Andersson y colaboraddresracterizaron el ADNc que codifica el CYP27
mitocondrial del conejo. Dos afios mas tarde, $é aisADNc delCYP27Alhumano (citocromo
P450, familia 27, subfamilia A, polipéptido 1) ylsealizé su gen en la porcion distal del brazo
largo del cromosoma®2Asi mismo, se describieron las primeras mutasiatet genCYP27.

En el 2006, Gallus y colaboradofe®alizaron una revisién de la literatura, encortea49
mutaciones en mas de 300 pacientes con XCT, digteb entre los exones 1 y 8 del gen
CYP27A1 que hacen que la enzima no sea funcional. Dgs esutaciones, 22 (45%) eran
missensel0 (20%)nonsense9 (18%)splicing 7 (14%) deleciones y 1 (2%) insercidAlgunas

de estas mutaciones tienen una frecuencia relativtarelevada entre algunos grupos étnicos,
como p.T339M en pacientes holandeses, p.R474(QANpmoneses y p.A216P en italiahos
También se ha descrito una mayor frecuencia de ¥Cdruzos israeliy judios marroquiés
probablemente debido a una mayor homozigosidactlpalto grado de consanguinidad. Fuera
de descripciones de casos aislddas se ha hecho anteriormente una revisién andeliasta
enfermedad en nuestro pais que tengamos consteaacia que ha sido el origen del presente
estudio, en el que se ha intentado ademas avesgearla poblacion espafiola existen algunas
mutaciones con mayor prevalencia, dentro de unegtoyde colaboracion entre la Unidad de
Neurogenética del Hospital Ramon y Cajal de Ma(iRC) y la Fundacion Publica Galega de
Medicina Xenomica (FPGMX) de Santiago de Compostaiabos centros de referencia a nivel

nacional para la realizacion del estudio genéteesta enfermedad.



Los pacientes con XCT suelen presentar una histeridiarrea crénica durante la infaricia
En la tercera década de la vida cursan con casatataterales y xantomas tendinosos.
Posteriormente aparecen los sintomas neurolégisisr{oro cognitivo, trastornos psiquiatricos,
parkinsonismo, polineuropatia, ataxia, etc.). Auntps xantomas tendinosos dan nombre a la
enfermedad, su ausencia no excluye el diagnd&tidm arteriosclerosis y la patologia
cardiovascular son un problema importante en gsiciente$ Finalmente, algunos pacientes
asocian xantomas tuberosos, xantelasmas, pies,@stesporosis y fracturas 6skasn este
trabajo, se ha estudiado la frecuencia de los afifes sintomas tanto sistémicos, como
neurologicos encontrados en los pacientes con X@jndsticados en nuestro pais a través de la
FPGMX y del HRC. Finalmente se ha intentado estalana correlacion entre la clinica y las
diferentes mutaciones halladas.

El principal hallazgo en el laboratorio es la concacion elevada de colestanol y de
alcoholes biliares en el plasma y en los 6rganestafios, la excrecion urinaria de alcoholes
biliares y la concentracién biliar de acido célicale acido quenodeoxicélico disminufdalo
obstante esta elevacion de esteroles también maegle en la cirrosis biliar primaria y en casos
de colestasfs. Curiosamente, los niveles de colesterol en elnpday el perfil de lipoproteinas
suele estar normal o por debajo del rango (el lflipoproteinas suele ser “antiaterogénito”)
La TC craneal suele mostrar una hipodensidad enosnhiemisferios cerebelosas Los
hallazgos de la RM craneal incluyen tipicamente hiparintensidad enlbilateral y simétrica
en los hemisferios cerebelosos, sustancia blangaepgicular, ganglios de la base, nucleos
dentados y tronco del encéfalo, asi como una ataitico-subcortical generalizddaEstos
hallazgos se corresponden con depdésitos de castadedicos, macrofagos perivasculares,
pérdida neuronal, desmielinizacion, fibrosis y@sitosis reactiva en la microscopia 6ptfcaa
RM de médula espinal muestra una hiperintensidddsenordones laterales y dorsales elf.T
La RM de los tendones visualiza un engrosamierficsdidel tendon con multiples areas de
hipersefal en Ty T, en relacion con los depdsitos de lipidos, inteda$ con zonas de isosefial
que corresponden a areas de inflamacion reactimandaria al acimulo de colesterol y de
colestandf’. También se han examinado los hallazgos de emtabas complementarias en los
pacientes estudiados. En uno de los pacientesnsgleto el estudio con los hallazgos anatomo-
patolégicos encontrados en la necropsia.

El tratamiento con acido quenodeoxicélico (AQDG)e dnhibe la sintesis andbmala de acidos
biliares es eficaz a la hora de corregir las atteres bioquimicds y seguin algunos autores
enlentece la progresion de la enfermédade suelen asociar inhibidores de la

hidroximetilglutaril-Coenzima A (HMG-CoA) reductdsa Kuriyama y colaborador&s



investigaron en 1994 la respuesta al tratamiemoAs@DC, con pravastatina y con la asociacion
de ambos. Concluyeron que la asociaciéon de AQDE prdvastatina era el mejor tratamiento,
basandose en la reduccion de los niveles de cotdstale esteroles vegetales, en la mejoria del
metabolismo de lipoproteinas en suero y en la sifarale la sintesis de colestéfoDesde el
punto de vista clinico, encontraron un enlenteaimien la progresion de la enfermedad, aunque
no objetivaron ninguna mejoria clinica, ni enahafo de los xantomas, ni en los estudios
neurofisioldgico¥’. En este trabajo se ha estudiado el retraso needie los primeros sintomas
y el diagnéstico de la enfermedad, y la respudstiatamiento, estableciendo el tiempo medio
entre el diagnoéstico y el fallecimiento de los pates.

En el 2005, Lorincz y colaboradofépublicaron que la XCT podia tener una prevalencia
mayor de la anteriormente descrita. Resulta crugiiatliagndstico precoz, antes de que se
instaure el deterioro neuroldgico, puesto que aguautores hn postulado que el tratamiento
puede prevenir la progresion de la enfermé&dad

En resumen, este estudio pretende identificar ejomalmero posible de pacientes
diagnosticados en nuestro paisy llevar a cabo alisencomparativo de los mismos, tanto desde
el punto de vista clinico, como de las pruebas ¢em@ntarias realizadas. Por otro lado, tras la
realizacion del estudio genético, se describemlatsaiciones halladas y se intentan correlacionar
con el fenotipo clinico y con el estudio necropsiEmalmente se evalla la evolucion clinica
espontanea y tras la instauracion de los diferendé¢smientos, estableciendo la supervivencia

media tras el diagndstico y por lo tanto el proicosie la enfermedad.
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2. OBJETIVOS

Los objetivos de este estudio son:

1. Describir de manera detallada y comparada el feootde la xantomatosis
cerebrotendinosa a través de la revision retrosj@ede los casos diagnosticados en
Espana.

2. Conocer las mutaciones causantes de XCT en lag@oéblaspafiola y su prevalencia.

3. Correlacionar los hallazgos clinicos con las motaes encontradas.

4. Correlacionar las manifestaciones clinicas y lalwidn de la enfermedad con los

hallazgos anatomo-patoldgicos encontrados a tideés estudio necrépsico.

5. ldentificar factores prondsticos.
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3. ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA
3.1. REVISION HISTORICA

En 1936, Schneid&tencontré lesiones xantomatosas en el sistemaosendgentral (SNC)

de un paciente con retraso mental que falleci®sa36 afios. Un afio mas tarde, en 1937, van
Bogaert y colaboradorgspublicaron el caso de un paciente con dementiajaa cataratas y
xantomas en el SNC y en los tendones (figura 1).1868 Menkes y colaboradot&g’
describieron un acumulo de colestanol y colesterolel cerebro y en el cerebelo de estos
pacientes.

Figura 1. Descripcion inicial de la XCT por Van Baagt y cold. Cortesia de la Bibliothéque Interuniversitaire de
Médecine (BIUM), Paris.

En 1971, Salen y colaboraddtesbservaron que el patrén de &cidos biliares diilimes
anémalo en estos pacientes, con una reduccién@BICA En 1974, Setoguchi y colaboradéfes
describieron un bloqueo en la sintesis de acidiards, con una oxidaciéon incompleta de la
cadena lateral del colesterol, formandose acidbosdlico y produciéndose un aumento de la
excrecion de alcoholes biliares en la bilis, enheses y en la orina. Posteriormente, Oftebro y
colaboradores publicaron el resultado de la biopsia hepaticaimieaso de XCT y plantearon
gue el defecto bioquimico primario podria afectl esterol 27-hidroxilasa mitocondrial. Por su
parte, Berginer y colaboradof2bservaron que el tratamiento a largo plazo co@D&
permitia inhibir la sintesis andmala de &cidosal®, disminuir la concentracion de colestanol

plasmética y prevenir la progresion de la enfermdeda
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En 1989, Andersson y colaboraddrearacterizaron el ADNc que codifica el enzima CYP2
mitocondrial en el conejo, que pertenece a la fandél citocromo P450 mitocondrial. Dos afos
mas tarde, Cali y RusSeatlonaron el ADNc de la esterol 27-hidroxilasa hnma realizaron el
mapa del gerCYP27Alen el cromosoma 2. Posteriormente se comenzardeseribir las
primeras mutacion@sEn 1993, Leitersdorf y colaboradotescribieron la estructura genémica
del genCYP27 Este contiene nueve exones y ocho intrones g tienpeso de 18,6 kb de ADN.
Por su parte, Reiss y colaborad8tetescubrieron que se expresa en el SNC, higadmépul
duodeno y células endoteliales.

Desde entonces y hasta el 2009, se han descritdlenZ80 pacientes con XCT y mas de 49
diferentes mutacionésEl primer caso de XCT publicado en Espafia delsgugene constancia
es el descrito por Pardo y colaboradtres 1993 en la revistdeurologia Ya con posterioridad
al descubrimiento de la base genética, Verrips hbowadores describieron las primeras

mutaciones en pacientes esparioles.

3.2. ETIOPATOGENIA
3.2.1. Generalidades

En el proceso de biosintesis de los derivados digdsterol tienen lugar varios pasos
fundamentales de hidroxilacion en las posiciones@24 y C27. En un mamifero adulto, una
cuarta parte del colesterol total se localiza eBNC, donde es el principal constituyente de la
mielina. Por ello, la 27-hidroxilasa juega un papgbortante en el SNC: facilita el transporte y
la redistribucién de esteroles en el tejido y nami la homeostasis de los esteroles. Para
hidroxilar los esteroles en la posicion C27, ndaed cofactores: la adrenodoxina y la
adrenodoxin reductasa. Los esteroles a su vez éantbimplen una funcion fundamental en el
SNC, como demuestra el hecho de que las mutacamesras enzimas que también participan
en el metabolismo de los esteroles pueden prothatiifestaciones neuroldgiéas

La XCT (OMIM 213700) esta causada por una defmgnde la 27-hidroxilasa
mitocondrial. La 27-hidroxilasa es un miembro déafmilia del citocromo P450que cataliza la
oxidacion inicial de la cadena lateral de los imediarios de esterol en la sintesis de acidos
biliares hepaticos. En 1991, se logro aislar el ADil CYP27Alhumano (citocromo P450,
familia 27, subfamiliaA, polipéptido 1) mediantéohdacion del ADNc de conejo y se localizo
su gen en el brazo largo del cromosorha.as consecuencias de un déficit de 27-hidroxis@sa
clarifican al comprender mejor su participacionayde otras enzimas en el metabolismo del

colesterol y la biosintesis de acidos biliaresufiég?).
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CHOLESTERDL

Y PTAL

CHOLESTANOL

Figura 2. Via metabdlica de los acidos biliaresl@iXCT. Como consecuencia de la deficiencia de @¥RZe
induce la formacion de colestanol. La ausenciaegelback negativo sobre el CYP7A1 induce a su vaamento
de la formacion de colestanol.

Como consecuencia de la deficiencia de-Biiroxilasa, se bloquea la via de formacion
de acidos biliares (acido célico y acido quenods@ido) y por el contrario se induce la
formacion de colestanol. Por otro lado, la ausedeideedbacknegativo que ejercen el acido
colico y el AQDC sobre lad-hidrxilasa induce un aumento de la sintesis destanhol.

Por su papel clave en los procesos subyacentes efCT, conviene revisar mas
detalladamente las actividades 27-hidroxilasa ydvekilasa, asi como el metabolito intermedio

26-hidroxicolesterol.

e 27-hidroxilasa
La 27-hidroxilasa corresponde a la 26-hidroxilagaa vitamina R 25-hidroxilasa y al
CYP27A1. Son sustratos suyos el colesterol, @tcBlestanol y la vitamina B. La 27-
hidroxilasa cataliza la hidroxilacion en la biomation de la vitamina D, en la sintesis de acidos
biliares y en la 27-hidroxilacién de diferentes G&Teroles y oxisterol&s
La enzima P450 mitocondrial participa en la 27-txilecion del B—colestan-8,7a—diol y
del F3—colestan-8,7a,12a,triol y en la 25-hidroxilacion de la vitamina D. $®caliza en la

membrana interna mitocondrial (su actividad micnoabes mucho menor). Se activa mediante
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una radiacién de 450 nm y se inactiva con monésli&oarbont. No esta aclarada la diferencia
entre el P450 mitocondrial y el P450 microsdthalon respecto al metabolismo de la vitamina
D3, ésta sufre una hidroxilacion en C25 en el higade, la transforma en 25-hidroxivitamina-
Ds, que a su vez esxthidroxilada en el rifién, formanda 25-dihidroxivitamina-B?’.

La esterol 27-hidroxilasa se expresa en diferetggdos, como el SNC, higado, pulmon,
duodeno y células endoteliales. El enzima madundieme el sitio de union a la adrenodoxina
(residuos 351-365) y el sitio de union al hemoidess 435-464). Estas regiones son la regiéon
conservada del gen e interaccionan con dos co&ctproteicos, la adrenodoxina y la
adrenodoxin reducta3¥®® La esterol 27-hidroxilasa cataliza los pasosiatés en la oxidacién
de la cadena lateral del colesterol y también Rithaun espectro de sustratos de esterol que

incluyen la vitamina B°.

e 7o-hidroxilasa

La 7a-hidroxilasa es la 27-hidroxicolesterai-hidroxilasa. Actia fundamentalmente en la
sintesis de acido célico y de AQD@-hidroxilado. Es el primer paso y el paso limitadéela
sintesis de acidos biliares. Existen a su vez diosp®s: el CYP7AL sélo se expresa en el higado
y es especifico de lan#hidroxilacion del colesterol; el CYP7B1 es de maymnafio, se expresa
en muchos tejidos y tiene especificidad por vaesierole®.

Los acidos biliares monohidroxi con un grupo hidimen C3 derivado del colesterol sdlo se
generan a través de la via de la 27-hidroxilaci@éh ablesterol. La presencia de acido
3B-hidroxi-5-colenoico en el liquido amniotico, enoi@na neonatal y en el meconio indican que
la via 27-hidroxilasa existe en la vida fetal. &itbr que determina la proporcion entre AQDC y
acido colico es la actividad de la+hidroxilas&”. Se han descrito casos de colestasis persistente
gue progresan a cirrosis en relacion con la augeaeiCYP7B1. Por el contrario no se han
descrito casos humanos con ausencia de CYP7Aluawg cree que es un factor protector

frente a colelitiasis, al tener la bilis gran prapén de AQDC.

* Relacion entre @—hidroxilasa y 2@-hidroxilasa
Existe una importante diferencia entre lax—fidroxilasa y la 27-hidroxilasa: la
7a-hidroxilasa sélo se expresa en el higado, dondbdpatocitos se degradan lentamente y la
apoptosis genera poco colesterol; la 27-hidroxifasael contrario se expresa en varios tejidos.
Algunos tejidos se degradan mas rapidamente queejmetocitos, lo que requiere la presencia de
colesterol celular. En las células endotelialesodevasos y en los macrofagos, que son células
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gue estan expuestas a las lipoproteinas de la, déet27-hidroxilasa permite metabolizar el
colesterol que si no se acumularia. Por eso, lanaies de 27-hidroxilasa hace que se acumule
colesterol en los tejidd3s

En los hepatocitos, la 27-hidroxilasa mitocondiméia la oxidacion de la cadena lateral de
los intermediarios generados por a-hidroxilasa que se expresa en el reticulo endoptésm
La liberacion de colesterol a la membrana interi@aondrial donde se encuentra la enzima
esta controlada por la proteina StAdRefoidogenic acute regulatory protgirEsta proteina no
se expresa en el higado. Por ello, la mayoriaalesterol metabolizado a acidos biliares a través
de la via metabdlica de la 27-hidroxilacién se \derile tejidos extrahepétiéds El 27-
hidroxicolesterol sufre una oxidacién en la mitadaa, transformandose en acidd-Bidroxi-5-
colestenoico. Posteriormente en el peroxisomaassfisrma en acidof33-hidroxi-5-colenoico y
finalmente en AQDC. La 27-hidroxilasa también serega en el endotelio vascular y en los
macrofagos.

Existe otra via: la de laoi~hidroxilasa. El AQDC es un potente ligando del ptogeactivado
de farnesoide X (FXRs) que a su vez modula la idetily de la @—hidroxilasa. La tasa de
sintesis de colesterol en el higado, mayor que leresto de tejidos, se relaciona con la
produccion de &acidos biliares. La sintesis de &citddiares C27 -acido [B-hidroxi-5-
colestenoico- es exclusiva de la via de la 27-kithsa, asi como la sintesis de &cidos biliares
C24 -a4cido B-hidroxi-5-colenoico- (el paso de C27 a C24 se preden el higado, en los
peroxisomas). Posteriormente se produce la—hilroxilacion, formandose el &cido
3B, 7a—-dihidroxi-5-colenoico y posteriormente el AQDC.

En el feto y en el neonato se ha encontrado acexiddlico en el meconio, que
probablemente proviene del intercambio maternd-fetes acidos biliares monohidroxi inducen
la 27-hidroxilacion existente. El higado fetal géené oxisterol @-hidroxilasa, pero no
colesterol @-hidroxilasd’. Los acidos biliares postnatales son necesarias lpaexcrecion de
metabolitos enddgenos y para mantener en soluaiédncancentracién elevada de colesterol,
caracteristica de la bilis humana. También paditipn la absorcion de vitamina E y de otras

vitaminas liposolubles. Finalmente regulan la reatién de agua en el colon ascend®hte

e 26-hidroxicolesterol
El 25(R) equivale al 27-hidroxicolesterol y al 2ghoxicolesterd?®. Fue descrito por
Fredrickson por primera vez en 18%6En 1991 se cambié la denominacién de 26-

hidroxicolesterol por la de 27-hidroxicolesterol.
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Mientras que en los sujetos normales la concedmmaite 26-hidroxicolesterol es de 4,3-13
Hg/100ml, en los pacientes con XCT, ésta es de @ B)0mI. Existe una 26-hidroxilasa
microsomal y una 26-hidroxilasa mitocondrial, aumtpn solo la forma mitocondrial puede
oxidar la cadena lateral del colesterol para prodi:hidroxicolesterol. Por lo tanto, la tasa de
produccion de 26-hidroxicolesterol depende de @stama, y la actividad de esta enzima esta
muy reducida en la XCT. Dado que no existe 25-kidadesterol en el suero de pacientes con
XCT, se puede descartar que la disminucién deJai@®xilasa se deba a otro mecanismo que
no sea enzimatico (si se debiera a una auto-oxXidadeberia haber mas 25-hidroxicolesterol
que 26-hidroxicolesteradt).

La 26-hidroxilasa hidroxila el grupo metilo termiinke los esteroles C27 intermediarios en la
sintesis de acidos biliares. La tasa de hidroxiladie $—colestan-&,7a-diol y de P—colestan-
3a,7a,12-triol es mucho mayor que la de colesterol. Estblaria a favor de que el principal
papel de la enzima sea iniciar la degradacion dealdena lateral de los intermediarios
7a-hidroxilados en la sintesis de acidos biliares.2Bahidroxilasa requiere la presencia de
ferrodoxina, ferrodoxina reductasa y NADPH para spi@roduzca la hidroxilacidn

El 26-hidroxicolesterol y los acidos biliares CAr¥eccirculan por el plasma también pueden
derivarse de una fuente extrahepatica. Los oxisteraomo el 25-hidroxicolesterol, tienen
afinidad por receptores proteicos citosolicos e$jges, que en combinacion con los esteroles
disminuyen la sintesis de HMG-CoA reductasa (e$tdesis también depende de la 26-
hidroxilacién). Se ha propuesto que el 25-hidrobasterol induce la sintesis de una proteina
nuclear que se une a la region del elemento regutilesteroles del gen promotor que regula la
sintesis de HMG-CoA reductasa. El 25-hidroxicoledtaeduce la sintesis de colesterol
mediante un aumento de la concentracién de protEnaion nuclear y mediante un aumento
de la concentracién de ARNm que codifica la sistdsila proteina de unién nucf&ar

El 26-hidroxicolesterol disminuye el nimero decsitde unién a LDL, pero no su afinidad.
El &cido -hidroxi-5-colenoico y el acidofB3-hidroxi-5-colestenoico se derivan exclusivamente
del 26-hidroxicolesterol. La actividad de la-=hidroxilasa se ve inducida por la colestiramina y
por el drenaje externo biliar. Es posible que de-fidroxilaciéon del 26-hidroxicolesterol esté
regulada de modo independiente (y no de modo coan@imdos los esteroles C27). El 26-
hidroxicolesterol inhibe la sintesis de colestelwnl.los hepatocitos, la inhibicion de la sintesis d
colesterol favorece la utilizacion de colesteroé quoviene de lipoproteinas para la sintesis de

acidos biliares, induciéndose la actividad del peme de LDL (figura 3). Los hepatocitos
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metabolizan el 26-hidroxicolesterol en &cidos bééa Al mantenerse la concentracion
intracelular baja, no se produce la supresion teidad de los receptores de LBL

Se ha demostrado la presencia de hidroxicolester@l meconio y de acidg33hidroxi-5-
colenoico en el liquido amnidtico (éste represehta8% de los acidos biliares durante el tercer

trimestre del embaraz8)
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Figura 3.- Papel del 26-hidroxicolesterol en el atmtlismo del colesterol y de los acidos biliaresg{a Javitt
y cols®)

3.2.2. Principales acidos biliares

Los principales acidos biliares en humanos soncieloacolico, el 4cido deoxicolico y el
acido quenodeoxicolico (figura 4). Existen otroglés biliares, aunque suponen menos del 1%,
como el &cido ursodeoxicélico, que es @-@pimero del AQDC. Salen y colaboraddtes
analizaron en 1974 la composicion total de acidliarés antes y después del tratamiento con
AQDC durante 4 meses. En el paciente con XCT algmiaje de acido colico paso del 85% al
3% y el AQDC del 7% al 80% tras el tratamientoyedto (3% de acido deoxicolico, 3% de
acido allocdlico y 2% no identificado) pasaron famntalmente a ser acido ursodeoxicélico
qgue alcanzaba un 17% a los 4 meses de tratamidirioel paciente con colelitiasis, el acido
colico paso del 45% al 3%, y el AQDC del 43% al 8@oresto (11% de acido deoxicolico y
1% de acido litocdlico) también pasaron a un 17%adelo ursodeoxicolico. Los autores
interpretaron la disminucion del acido cdlico tehsratamiento con AQDC como una ausencia

del 4cido célico de la circulacion enterohepéfica
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Figura 4.- Estructura de los principales acidosidniés.

En la orina de los pacientes con XCT, Kuramoto lplmoradore®' encontraron en 1990 tres
principales acidos biliares (acido 7-epicélicogdachorcélico y cido célicdy. Plantearon que la
presencia de acidos biliares C22 y C23 en la od@gpacientes con XCT sugeria que los
alcoholes biliares que tienen un grupo hidroxilo @2 y C23 de la cadena lateral eran
degradados a estos acidos biliares. Los acid@sdsliC22 y C23 estan presentes en su forma no
conjugada, y en menor cantidad en su forma gluasamugada. La hidroxilacién en posicién
1B 6 2B de los acidos biliares produce unos metabolitas polares con mayor capacidad para
Su excrecion por via urinaria. La formacion deogsicidos biliares tetrahidroxi C22 y C23
puede reflejar un mecanismo de compensacion fardeumulo de acido bisnorcélico y acido

norcélico no conjugados en pacientes con XCT

3.2.3. Principales alcoholes biliares

Los alcoholes biliares son un grupo de alcohold#ipgooxilados derivados del colestanol.
Shefer y colaborador&sestudiaron en 1975 los alcoholes biliares preseerela XCT (figura
5). Identificaron dos alcoholes biliares tetrabidr (53—colestan-8,7a,12a,25-tetrol y
5B-colestan-&,7a,120,23¢—-tetrol) y dos alcoholes biliares pentahidroxi 3{Bolestan-
3a,7a,120,23¢,25-pentol que supone el 80% yB-TEolestan-8,7a,120,24a,25-pentol que
supone el 20945.

HOY"

5p-Cholestane-3a,7a,12a,25-tetrol
5p-Cholestane-3a,7a,12a,23R,25-pentol

Figura 5.- Principales alcoholes biliares (seguntBay cols™).
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Hoshita y colaborador&sestudiaron en 1980 la presencia de alcoholegésliglucurénidos
en la bilis de pacientes con XCT. No objetivaronpleesencia de alcoholes biliares no
conjugados, siendo el principal alcohol biliar qgrecontraron el 5-colestan-&,7a,12a,25-
tetrol glucurénido. Los alcoholes biliares glucudms son mucho mas polares y mas solubles
que los no conjugados y se eliminan con la bilisléntestind’.

En la orina de los pacientes con XCT, Kihira y boladore¥ aislaron en 1991
(23S)B-colestan-&,7a,120,23,25-pentol y (23S)Yb-colestan-8,7a,12a,23,25-pentol. En los
pacientes con XCT una importante cantidad de aleshbiliares glucurénidos circulan en el
plasma y se excretan tanto en la bilis como emiteapaunque el patrén de alcoholes biliares de
la orina difiere mucho del patrén del plasma o aeilis®. Al dia se excretan 1000 mg de
alcoholes biliares glucurénidos en la orina y 1A de alcoholes biliares en las heces. La orina
es la principal via de excrecion de los alcoholBarbs glucuronicos (los[b-colestanpentoles,
los F3—colestanhexoles y los35colestanheptoles). En el plasma y en la bilis,gdoscipales
componentes son los alcoholes biliares, comd3et&lestan-8,7a,120,25-tetrol. Existen dos
posibles explicaciones para esta distribucion: worlado, la orina elimina los pentahidroxi
glucurénidos al ser mas polares, por otro ladofeicblestantetrol producido en el higado es
hidroxilado en pentol/hexol/heptol y secretado @miina y parte es reabsorbido en el rifion y
circula en el plasnia

Al encontrar una elevacién de la albumina y de palipoproteina B en el LCR de 8
pacientes con XCT no tratados, Batta y colaboradftse plantearon en 1987 que la importante
cantidad de alcoholes biliares glucurénidos poguigar un papel en la alteracion de la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica (BétEpstos pacientes. Esta alteracion de la
BHE llevaria al aumento del transporte de colektecolestanol en el cerebro.

3.2.4. Esteroles vegetales y latsoterol

C,H;g CaHs

HO HO HO

Sitosterol Stigmasterol Campesterol

Figura 6.- Estructura de los principales esterolegetales
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Los esteroles vegetales (campesterol, estigmastesabsterol) son un grupo de esteroles
derivados de las plantas con estructuras similafesciones analogas al colesterol, pero que no
son colesterol. Pueden detectarse en la sangre tgjidos humanos (figura 6), aunque no se
sintetizan en los tejidos humanos, sino que sevaterexclusivamente de fuentes dietéticas.
Normalmente se absorben poco en el intestino, @auk sus niveles séricos son bajos. Sus
concentraciones séricas se relacionan con la absade colesterol en los sujetos sanos o en
pacientes con hiperlipidenifa

El latosterol es un precursor en la via de biosistele colesterol en humanos. La
determinacion de latosterol sérico es util parsegluimiento del tratamiento con &cidos biliares
en la XCT y para el seguimiento del tratamiento estatinas y colestiramina en pacientes con
hipercolesterolemia. El ratio latosterol total/@dol total es aun mas util que el latosterol para
valorar dicha respuesta (figurd'8)

En los pacientes con XCT, las concentraciones destamol, latosterol, campesterol y
sitosterol estan aumentadas en la bilis y en @bsdeas el tratamiento con AQDC, se reducen
los niveles de latosterol, campesterol y colestapelo no de sitosterol. Esto sugiere una
diferencia en el metabolismo de estos esterolegtaleg (diferentes tasas de conversion a
AQDC y &cido célico e incluso diferentes vias métiaas)®.

En general los niveles de esteroles vegetales ypréeursores de colesterol estan
inversamente proporcionados, excepto en la XCTIaEKXCT hay un aumento de la tasa de
produccion y de catabolismo de LDL y de VLDL apofyoteina B. Esto podria explicar la
esteroidogénesis No se ha objetivado ninguna diferencia signifi@aen los niveles séricos de
esteroles entre los pacientes con/sin enfermeddibeasculaf’.

3.2.5. Precursores del colesterol

Tint y colaboradoré$ estudiaron en 1974 el metabolismo AEkolestenol, del colesterol y
del colestanol en los pacientes con XCT tras imyebtl[2-“C]mevalonato y 3S,4S,3R,4R[3-
*H]mevalonato intravenoso. Los autores determindasncurvas de actividad especifica y las
tasas de is6topo. Dedujeron que la sintesis deokstese producia siguiendo la siguiente
secuencia: mevalonat® esqualenc> lanosterol> A’-colestenol> colesterol> colestanol
(figura 7). Se pueden usar precursores de coléstencados para medir cambios en la sintesis
de colesterol, pues se equilibran rapidamentengtiain tiempo de recambio muy corto. No se

puede descartar que también participe una vianatiea del desmostefdl
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Unos afios mas tarde, estos mismos autores estudhabiosintesis de colesterol, lanosterol
y A’-colestenol en fibroblastos cultivados procedemtespiel de pacientes controles y de
pacientes con XC'F. Para ello, inyectarotH-acetato en el medio de cultivo. Encontrattnen
el lanosterol, en el’-colestenol y en el colesterol, pero no en el staleol. La tasa
colestanol/colesterol en la subfraccion LDL en paxientes con XCT fue similar a la tasa
hallada en el plasma total (1,4-5,3%). Los autaf@sdieron LDL de pacientes con XCT a los
cultivos de células normales y afiadieron LDL norenéds fibroblastos de pacientes con XCT.
En ambos casos objetivaron una inhibicion de la HEA reductasa y una estimulacion de la
esterificacién del colesterol. El LDL marcado ¢dn se degradaba con una cinética normal en
la superficie de fibroblastos de pacientes con XEGr. ello, los autores dedujeron que tanto el
LDL como los receptores de membrana de LDL enilw®lflastos de pacientes con XCT son
biolégicamente normales. En conclusion el colest@aintetiza en los fibroblastos tanto de los
controles, como de los pacientes con XCT a traeé8’aolestenol (un intermediario saturado
C24, C25). El colestanol no se sintetiza en la geellos pacientes con XCT, sino que se
transporta por el LDL plasmatico desde el higadoXICT no se asocia con un defecto de los

receptores de LDL de los tejidos periféritos
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3.2.6. Sintesis de acidos biliares

:
52
axbi

| Chalic eoid

Figura 8.- Via principal (en amarillo) y vias alteativas (en verde) de la formacion de acido c6yiddQDC (segin
Honda y col$?).

3.2.6.1.Via princpial

La figura 8 resume las diferentes vias de sintdsidos principales acidos biliares. La
principal via de sintesis de acidos biliares (eardhn) sigue la siguiente secuencia:

La primera reaccion en la secuencia de conversgbrcalesterol en @-hidroxicolesterol
esta catalizada por la colestera-hidroxilasa. Esta enzima regula la conversion dlaleh
colesterol en acidos biliares. El principal mecanuspara la regulacion de la enzima es un
feedbacknegativo ejercido por los acidos biliares reabisio en el intestino, que llegan al
higado a través de la vena porta. La interrupc@tacirculacién enterohepatica (por una fistula
del conducto biliar o por el tratamiento con cotastina) produce por lo tanto un aumento de su
actividad. Esta actividad también estd influencigua diferentes factores dietéticos y

hormonales. Ademas, existe un paralelismo entra estzima y la enzima limitante de la
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biosintesis de colesterol, HMG-CoA reductasa. gluedo paso en la secuencia, la oxidacién del
7a-hidroxicolesterol en @-hidroxi-4-colesten-3-ona esta catalizado porflat3droxiesteroide-
A°-oxidorreductasa/isomerasa NAD-dependiente. Estdmen cataliza dos reacciones: una
oxidacion del grupd3-hidroxi y una isomerizacion del doble puente. Estsente en el higado
y en los fibroblastos. El tercer paso, la conversde la t—hidroxi-4-colesten-3-ona en
7a,120—dihidroxi-4-colesten-3-ona esta catalizado por 2a-hidroxilasa. Posteriormente, la
7a,12a—dihidroxi-4-colesten-3-ona se convierte em,I2a-hidroxi-53—colestan-3-ona (por la
3oxosteroidA*esteroide-B-reductasa) y posteriormente gh-Bolestan-&,7a,12a-triol (por la
3ahidroxiesteroide deshidrogenasa). El quinto y sedso, la conversién del35colestan-
3a,7a,120-triol en H3-colestan-8,7a,12a,25-tetrol y posteriormente en [35colestan-
3a,70,120,24S,25-pentol estan catalizados por hidroxilasas.teloemente B-colestan-
3a,70,120,24S,25-pentol es transformado em,Bx,12a,25-tetrahidroxi-B-colestan-24-ona.

Finalmente se forma el acido cdlico.

3.2.6.2Vias alternativas

Se han descrito diferentes vias alternativas éoraacion de acidos biliares (figura 9, color
verde). Una de esas vias alternativas parte dé&-kd2oxilacion mitocondrial del colesterol y
posteriormente de swi7hidroxilacion. Se cree que por esta via podrianlysiose un 50% de
los &cidos biliares formados en el hombre en cooris normales. Esta via no se ve afectada
por la interrupcion de la circulacion enterohematie los acidos biliares.

Una segunda via alternativa es aquella en la qué&atehidroxi-4-colesten-3-ona es
27hidroxilada en d,27-hidroxi-4-colesten-3-ona. En esta via, |f3—Beductasa y la
3a-hidroxiesteroide-deshidrogenasa actuan sobre ietliarios 27-oxigenados o0 acidogsC
carboxilico.

Una tercera via es aquella en la que se 27-hidrtxifr,12a—dihidroxi-4-colesten-3-ona en
7a,12a,27-trihidroxi-4-colesten-3-ona. En esta via la-Bidroxiesteroide-deshidrogenasa y la
5B-reductasa acttan sobre intermediarios 27-oxigenadoglos Gucarboxilico.

Finalmente existe una via alternativa microsomal o afecta a enzimas mitocondriales ni
peroximales. Esta via comienza con la 25-hidroidla microsomal del B—colestan-
3a,7a,120-triol y posteriormente la 24-hidroxilacion effi-£olestan-8&,7a,12a,243,25—pentol.
Posteriormente éste se convierte es acido coéliconpalio de enzimas solubles. Esta via es
responsable de menos del 5% del acido célico foomed condiciones normales. Por el
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contrario, parece ser importante cuando se blodaewia de la 27-hidroxilasa. Esta via
solamente actia sobre compuestas-hitdroxilados, por lo que no produce nunca AQDC.

La enzima que cataliza la transformacion @ecdlestan-8,7a,12a,24,25—-pentol en acido
colico requiere NAD y tiene una tasa similar en la rata y en el homaesstereoespecificidad
es importante: solo el B4epimero se transforma rapidamente en acido cdliao. sélo se
detecta B-colestan-8,7a,12a,24¢,25-pentol y P—colestan-8,7a,120,24a,25—-pentol en la
bilis y en las heces de los pacientes con XCT, pewm se detecta [Bcolestan-

30,70,120,24B,25-pentof®.

3.2.7. Sintesis de colestanol

El colesterol también es precursor del colestahal.principal via de biosintesis de
colestanol comienza con la oxidacion del colestenol 4-colesten-3-ona a través de una
3p-hidroxi-A>-dehidrogenasa NAD-dependiente microsomal. Posteeiote, la 4-colesten-3-
ona se convierte en colestanol por medio de umarefluctasa microsomal y de un@-3
hidroxiesteroide oxidorreductasa (figura 9). Estaugencia de reacciones desde el colesterol
hasta el colestanol no comparte ningun intermexdi@oih las vias de biosintesis del colesterol y

de los acidos biliares.
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Figura 9.- Principal via de sintesis del colestaflpkolesterol; Il, 4-colesten-3-ona; lll,d5-colestan-3-ona; IV
54-colestan-%-ol, colestanol) (segun Bjérkhem y cofg.
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En la XCT la elevacién del colestanol se debe alemio de una nueva via que implica la
7a-hidroxi-4-colesten-3-ona. Dado que la concentratiépatica de @—hidroxi-4-colesten-3-

ona esta aumentada, se produce un aumento ae-fadvoxilacion y por lo tanto se produce
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colesta-4,6-dien-3-ona. Posteriormente, se tramsfogn 4-colesten-3-ona que a su vez puede
convertirse en el higado en colestanol (figura E8)decir, hay un aumento de la utilizacion de
la via de la @—dehidroxilacién en la XCT. Por el contrario, en pagientes sanos, la formacion
del colestanol se produce una cuarta parte padesia ti—hidroxilacion y las otras tres cuartas

partes por via directa a través de la 4-colestae®o
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Figura 10.- Consecuencias metabolicas del acimal@ad-hidroxi-4-colesten-3-ona en los pacientes con XCT
(seguin Bjorkhem y cofd).
3.2.8. Etiopatogenia del dafio neuroldgico

Existe una absorcion de colestanol que provienk dketa. Ademas, la sintesis global de
colestanol est4d aumentada en los pacientes con Bi@iftacharyya y colaboradofésealizaron
una biopsia de nervio periférico 49 y 75 dias taamyeccion intravenosa de‘€-colesterol y
observaron que no habia radioactividad en lasifyaes de colesterol y de colestanol del nervio.
Por lo tanto dedujeron que la barrera hemato-elcafésta intacta al paso de colesterol y de
colestand®. Por el contrario, si hallaron un contenido espiewnte elevado de colestanol en el
tejido nervioso, con un ratio colestanol/colestargpecialmente elevado en comparacion con
otros tejidos. Los autores dedujeron que el catesfarobablemente jugaba un papel importante
en la afectacion neuroldgica existente en estasm@s®.

Para comprender el posible papel del colestandh @muerte neuronal en los pacientes con
XCT, Inoue y colaboradorgs estudiaron 30 ratas, a las que dividieron enupag segin la
dieta que se les administraba durante 15 semaiets:ndrmal, dieta con 1% de colesterol, dieta
con 1% de colestanol. Los resultadosvivo demostraron que el contenido de colestanol en

suero, higado, cerebelo, cristalino y humor acwracsignificativamente mayor en las ratas que
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habian recibido una dieta con colestanol (con mepa la dieta normal y a la dieta con
colesterol). Sélo se tifieron con negro Sudan lksasede Purkinje en el grupo de las que habian
recibido una dieta con colestanol. Los estudiowitro (cultivo de células de Purkinje y de
células granulares) pusieron en evidencia que lalasé cultivadas con colestanol (en
comparacion con las células cultivadas con colelstercon las de control) presentaban una
mayor concentracion de colestanol, una concentraci® colesterol parecida, una menor
viabilidad celular, un aumento del porcentaje depapsis y un aumento de la actividad proteasa
de ICE (nterleukin converting enzymefly CPP32 82-kDa putative cysteine portedsgue

inducen la apoptosis neurorfal

3.2.9. Etiopatogenia de los xantomas tendinosos

En los tendones existen tenocitos (con menor cahtide CYP27A1) y macrofagos
(contienen CYP27A1, que produce un flujo de cotesteonvirtiéndolo en 27-hidroxicolesterol
y acido colestenoico). La elevada tasa-21idroxicolesterol/colesterol en tendones y xantgmas
que es 20 veces mayor que en la circulacion esegamsmo de defensa muy activo frente al
acumulo de colestanol. En los pacientes con XCT umay produccién excesiva de colestanol,
que es un sustrato del CYP27A1. Al no existir ecamsmo del CYP27A1 que permite el flujo
de esteroides, el colestanol se acumula en formau®@mas en los tendones. Este acumulo se
debe tanto a un aumento del colestanol como a somadiminacion (debido a la estabilidad de
los ésteres de colestanol con respecto a los gstiecolesteral). Segun von Bahr y
colaboradores, al exponer macréfagos alveolares a un medio creieme colesterol y
colestanol, se produce una captacion preferenteolsterol y una eliminacion preferente de
colestanol en forma de colesterol no metabolizade ynetabolitos 27-oxigenados. Esto explica
la tendencia al acumulo de colestanol. El 27-hidagsterol juega un doble papel: un papel
directo en el transporte de colesterol y un papdirécto como estimulador del flujo de
colesterol a través de los transportadores (activéws receptores LXR)

Los xantomas estan formados por células espumddas. principales factores estan
implicados en su formacion: el LDL oxidado se d&po®n los macréfagos y la CETP
(cholesteryl ester transfer prot@intransporta colesterol impidiendo su depoésito es |
macroéfagos. EI AQDC permite disminuir la suscepitihd oxidativa del LDL, previniendo asi
el depésito de ésteres de colesterol. Tres meassldr suspension del AQDC, este efecto
permanece. Esta menor susceptibilidad oxidativaeneelaciona con un cambio en el contenido

de colesterol en las lipoproteinas, ni con el taordsi LDL>2
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El AQDC se une especificamente al LDL. Su ausestita XCT aumenta la susceptibilidad
del LDL a la oxidacién, produciéndose el acumuloédteres de colesterol en los macréfagos.
Ademas, el AQDC actua como antioxidante. Su dédicita XCT produce una malabsorcion de
grasas. A pesar de ello, la vitamina E (que estihuble) se mantiene normal, y a pesar de ser
normal, al administrarse en pacientes con XCT, rad susceptibilidad oxidativa del LBL
Finalmente, el AQDC activa la CETP. Una baja adtidi de esta proteina induce arteriosclerosis
a pesar de un nivel elevado de HDL-colestéroAsi pues, el AQDC debiera permitir una
reduccion de los xantomas a través de estos doanmsews. La administracion de vitamina E

permitirfa ademas mejorar la susceptibilidad oxigat

3.2.10.Etiopatogenia de la arteriosclerosis en la XCT

Bjorkhem y colaboradorgSestudiaron en 1994 la posible participacién d27knidroxilasa
en la eliminacién del colesterol de los macrofagamanos en la arteriosclerosis. Para ello
analizaron secciones de arterias femorales coniaatierosis de 5 pacientes, objetivando una
gran cantidad de 27-hidroxicolesterol en ellas.liR@@n cultivos de macrofagos y células
endoteliales en los que produjo una transferen@adel las células al medio de 27-
hidroxicolesterol y de &cido 3hidroxi-5-colestenoico formado a partir de la este27-
hidroxilasa. Al afiadir colesterol al medio de audtitanto el 27-hidroxicolesterol como el acido
3p-hidroxi-5-colestenoico aumentaron

El 27-hidroxicolesterol y el acidd33hidroxi-5-colestenoico estan presentes en la eoidh
y se transforman en el higado en acidos biliares. chnversion del colesterol en 27-
hidroxicolesterol y en acido33hidroxi-5-colestenoico es un mecanismo de deferesdos
macroéfagos para eliminar el colesterol de la cacidin (figura 11). Por eso, en la XCT no existe

este mecanismo de defensa y se produce una acterasss preco?.

Macrophage Circulation Hepatocyte Bile
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7a-Hydroxy- 7a~-Hydroxy-
27-oxygenated cholesterol
cholesterol

N

Bile Acids Bile Acids

Figura 11.- Mecanismo sugerido para la eliminacifel colesterol de los macréfagos y posiblementetides
células periféricas (segun Bjorkhem y ct)s.

28



Los macréfagos tienen una mayor capacidad de cimedrcolesterol en productos 27-
oxigenados y de secretarlo al medio que las cétuldeteliales y los fibroblastos. La producciéon
y el patron de productos 27-oxigenados dependeadeahtidad de 27-hidoxilasa, de la
disponibilidad del colesterol y de la presenciaadeptores en el medio. La 27-hidroxilasa
también participa en la conversion de 27-hidroxstdrol en acido[B-hidroxi-5-colestenoico.
La formacion de acido[3-hidroxi-5-colestenoico requiere 3 hidroxilacionesientras que la
formacion de 27-hidroxicolesterol requiere una sbidroxilacion. Por ello, si la tasa de
actividad enzimatica es alta, aumenta el ratio caci@3-hidroxi-5-colestenoico/27-
hidroxicolesterol, mientras que si la tasa de adiy enzimatica es baja, disminuye el ratio acido
3B-hidroxi-5-colestenoico/27-hidroxicolesterol. Porcehtrario, la presencia de colesterol en el
medio aumenta la secrecion de productos 27-oxigesnacumentando el ratio 27-
hidroxicolesterol /B—hidroxi-5-colestenoicd.

La 27-hidroxilasa se localiza en la membrana istel® la mitocondria. La transferencia del
colesterol desde la membrana mitocondrial exteastahla interna puede ser importante. La
proteina reguladora aguda esteroidogénica partenpasta transferencia. Para ello, es necesaria
la presencia de aceptores lipofilicos (como el Hbla ciclodextrina) para la salida de 27-
hidroxicolesterol de las células y de albumina parsalida de acidof3-hidroxi-5-colestenoico.
Los aceptores lipofilicos aumentan la secreciérpmeluctos 27-oxigenados y disminuyen el
ratio acido B-hidroxi-5-colestenoico/27-hidroxicolesterol. La &poproteina Al en el medio
disminuye la salida de colesterol de las célulaspemta la salida de acidd3-ahidroxi-5-
colestenoico, pero no influye sobre la salida @elpctos 27-oxigenados de la céftila

El 27-hidroxicolesterol (originado a través de 2drbixilasa) y el 7-ketocolesterol (originado
de manera no enzimatica) son los principales oxig® en lesiones humanas arterioscleroticas y
las células espumosas derivadas de los macrofagomepal tipo de célula. Su capacidad de
exportar esteroles a los aceptores extracelulasesruzial para el control del acumulo de
colesterol en la pared arteffalLa conversion de 27-hidroxicolesterol en &cidestenoico es
importante fisiolégicamente. El acido colestanomeede exportarse de los macrofagos a la
albumina. La exportacion del 27-hidroxicolesterar el contrario depende de aceptores
lipoproteicos, que son limitados en las zonas cdrriasclerosis. En el plasma, el 27-
hidroxicolesterol esta asociado con lipoproteinasatta densidad; el acido colestanoico se
encuentra en la fraccion libre de la lipoprotéina

Brown y colaboradoréden el afio 2000 demostraron la existencia de umonoeisterol, el

27-hidroxi7-ketocolesterol en las lesiones humawgasotideas. Este se forma por accion de la
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27-hidroxilasa (y no por oxidacion del 27-hidroXesterol, dado que los niveles en la lesion se
correlacionan con los niveles de 7-ketocolestgoelo no con los de 27-hidroxicolesterol).
Ademas, los cultivos de macrofagos humanos queesapr niveles altos de 27-hidroxilasa
producen 27-hidroxi-7-ketocolesterol cuando se bacu con 7-ketocolesterdl) El 27-
hidroxicolesterol esta asociado a la célula, méntque el 27-hidroxi-7-ketocolesterol se
encuentra fundamentalmente en el medio. La 27-kildsa cataliza la eliminacién de esteroles
diferentes del colesterol de los macrofagos. Suaadin sobre el 27-hidroxi-7-ketocolesterol es
un paso limitante en la formacion de metabolitos méuosos. Se cree que el acumulo de 7-
ketocolesterol en las células espumosas podriarsielzeuna alteracion en el mecanismo de
aclaramiento del 7-ketocolesterol mediado por lehi#lfoxilasa. Tan sélo el 7-ketocolesterol
libre (no esterificado) puede acceder a la 27-kithsa en la membrana interna mitocondrial. Al
bloquear su esterificacién, aumenta su metabolsmavés de la 27-hidroxilaSa

En resumen, la actividad de la 27-hidroxilasa esimportante mecanismo para los
macrofagos de eliminar colesterol y oxisterole® puede estar alterado en la arteriosclerosis.

Su estimulacién tal vez podria proteger de laiagelerosis.

3.2.11.Receptores implicados

El receptor nuclear PXRpfegnane X receptdres un receptor activado por numerosos
ligandos®. Induce la expresién de una serie de genes qu&otmn el aclaramiento de
xenobidticos del higado y del intestino, como em&del citocromo P450 (CYP3A, CYP2B,
CYP2C), genes que intervienen en la sintesis dgbogrcomin hemo y de la subunidad
oxidorreductasa P450, enzimas que mejoran la diolathi de metabolitos en fase | vy
transportadores xenobidticos que median la exared® otros compuestos. EI PXR puede
inducir su propia expresion. El gen CYP3A es undodeorincipales objetivos del PXR, pues la
enzima que codifica metaboliza el 50% de los fansdtaxol, ritonavir, clotrimazol). Ademas,
permite una via alternativa de los trioles. Enrldsnes los trioles activan el PXR, activandose a
su vez el CYP3A por via directa (por interacciom @ receptor), que protege al raton del
acumulo de colestanol. Por el contrario en el hengbtriol no activa el PXR, acumulandose en
los tejidos y produciendo la XCT. Tanto los triotesmo los tetroles inducen genes enddgenos
de PXR en el ratén. En el hombre, ni los trioladps tetroles activan el CYP3A4, aunque la
rifampicina y la hiperforina si lo activan. PorcelDussault y colaborador@sropusieron en el
2003 el uso de ligandos de PXR humano para ehtratdo o para la prevencion de la XCT.
Finalmente el PXR contribuye en la homeostasiscatsterol, pues al activar el CYP3A4,

activa el flujo de degradacion del esterol a trad€sina via alternativa. Por ello, los agonistas
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del PXR podrian reducir el colesterol en el comtede una hipercolesterolemia o de una
arteriosclerosf.

El receptor X del farnesoidéatnesoid X receptor=XR) juega un papel fundamental en la
biosintesis de los acidos biliares. El aumentoadadtividad CYP7ALl se relaciona con una
menor expresion del SHRnGall heterodimer partngrcomo consecuencia de la desactivacion
del FXR. En la XCT existe un aumento de la actidi@'P7A1 a pesar de que la expresion del
SHP es normal, por lo que otros factores debenm iespdicados. El B—colestan-8,7a,12a,25-
tetrol es un potente ligando del FXR. Se cree ¢jaetenulo de alcoholes biliares estimula la via
del FXR en la XCY".

Se han propuesto tres vias independientes de FHR,YSFTF @—fetoprotein transcription
factor). En la primera via, la transcripcion del geMP7Alesta regulada por LXR (liver X
receptor @), un receptor nuclear de los oxisteroles. El loXiRduce el ARNm del SHP y
disminuye la expresion deéYP7Alen los hepatocitos humanos. En la segunda viagieéb
litocolico y otros acidos biliares toxicos son hglas para el receptor PXRrégnane X
recepto) y reprimen la expresion d&YP7Al El HNF4a (hepatocyte nuclear factorad
interacciona con diversos co-activadores, como @CRa que activa el gelCYP7AL Los
ligandos del PXR activan el PXR para que interaweioon el HNFd, que altera la interaccion
HNF40-PGCln y suprime de esta manera la expresion @éP7Al1 En la tercera via, se
produce la activacion de la c-Jun N-terminal kind3slK) a través de los acidos biliares
(especialmente el taurocolato). El c-Jun activadube la expresion dé€lYP7Almediante un
mecanismo SHP-dependiente y mediante un mecanistependient?.

El LXRa no se une al promotor d€lYP7Alhumano. HNFd es el Unico receptor nuclear
gue estimula la trascripcion del géiYP7A1 En la XCT, el aumento d€lYP7Ala pesar de un
SHP normal se explica por la regulacion positiva @oHNF4 que domina sobre el efecto
negativo de FXR, SHP y FTF (figura 12). Se ha dérade que el sitio de union al HNé&4£s
necesario para la expresion de PXR en los hepasdeitaley’.

El déficit de AQDC también puede llevar a una mesxdivacion del receptor activado del
farnesoide, produciéndose una menor expresion Hdertdba exportadora de sales biliares y un

menor transporte canalicular de sales bilfres
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Figura 12.- Regulacién del metabolismo de aciddiangis por el FXR y HNF4 en el higado de pacientes con
XCT. Las flechas indican una regulacion positidag/lineas con tope una regulacion negativa. Seardlos
cambios en la expresion de los genes y en las ntiaciones de acidos biliares y de alcoholes bdmen los
pacientes con XCT con respecto a los controlesakteriscos indican que los valores de los pacgents XCT
estan dentro de los intervalos de confianza del @8%a media de los controles (segin Honda y ¥ls.

3.2.12.Metabolismo en la infancia

El gen que codifica ladg~hidroxilasa, que es la enzima limitante de la déggeaon, no se
expresa en la primera infancia. En los adultos XQT, se induce la @-hidroxilasa como
consecuencia de la escasa formacion de AQDC, perosenifios no existe ese mecanismo
compensador. Como consecuencia del déficit de CXP3r7 CYP7Al en los neonatos con
XCT, hay muy poca produccion de &cidos biliaresa osible via alternativa podria ser la
CYP7BL1, que emplea el 25-hidroxicolesterol comdratrs®.

En 2002, Clayton y colaborador@gresentaron un caso de hepatitis de células gigant
familiar en la infancia, que a los 11 afios deskirroh patron de metabolitos similar al de la
XCT y propusieron que ambas entidades eran difesemtpresiones de una misma enfermedad
segun la edad. Relacionaron los cambios en el plerfinetabolitos del paciente con un cambio
en las vias de sintesis de los acidos biliareslgsdalcoholes biliares con la enfermedad hepéatica
activa y con la edad. También propusieron la ist@ém con otros genes y factores ambientales.
Al disminuir la 27-hidroxilasa, disminuye el acidmenodeoxicoélico y el FXR que a su vez
producen un aumento de la-hidroxilasa y una disminucion de la expresion ake proteinas
importantes para la secrecion biliar. Por otro Jddalisminucion de la 27-hidroxilasa también
produce un descenso del 27-hidroxicolesterol yadelo -hidroxi-5-colestenoico, que inhiben
los receptores LXR e influyen en el metabolismo del colesterol y @ lipidos. Por todo ello,

en el adulto se producen acidos biliares a tragéstrds vias y no se produce colestasis.
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3.2.13.Investigacion sobre ratones

Diversos autores han realizado experimentos saloaesCYP27Alknockout Los ratones
CYP27-/-tienen poca actividad 25-hidroxilasa microsomalkethigado, por lo que no pueden
compensar el déficit de 27-hidroxilasa a travésladeia 25-hidroxilasa. El higado de rata
contiene una 26-hidroxilasa microsomal que es capmzcatalizar la 26-hidroxilacién del
5B-colestan-&,7a,12a,26-tetrol (que es un isbmero de3B-®olestan-&,7a,12a,27-tetrol que
puede convertirse en acido célico). Esto podridieapla existencia de una pequefa cantidad de
acidos biliares en los raton€¥ P27-/; aunque no se sabe con seguridad. En raovieR7-/-la
ausencia de 27-hidroxilasa produce una elevacidnpeasatoria de dF-hidroxilasa y un
aumento de @-hidroxicolesterol. La conversion dexzhidroxi-4-colesten-3-ona a colestanol
requiere una deshidratasa microsomal, cuya activedamucho mayor en el hombre que en el
raton. Su baja actividad en el ratén explica queaginCYP27-/-no tenga mayores niveles de
colestanol que el ratd@dYP27+/+. La 27-hidroxilasa protege frente a la arteriasdes, pero los
ratonesCYP27-/-no presentan xantomas ni arteriosclerosis. EatéhCYP27-/-se produce un
aumento de la sintesis de colesterol debido al atomde la actividad d—hidroxilasa. y como
consecuencia de esto se produce un aumento de &EdA reductasa hepética para consumir
el exceso de colesterol. Ademas, hay un aumenta @8-hidroxivitamina D (con respecto al
raton CYP27+/4) y una 1,25-dihidroxivitamina D normal. En est@eaxse, la 27-hidroxilasa es
importante para la formacion de 25-hidroxivitamiDay de 1,25-dihidroxivitamina D. En el
ratbn CYP27-/-no hay una malabsorcién. El colesterol y los &igmasos estan aumentados y
las vitaminas A y E (liposolubles) estan levematigeninuidas. Por lo tanto el rat@\yP27-/-
no es un buen modelo de XCT, al no acumularse temlels no activarse el mecanismo
compensatorio de la 25-hidroxilasa y al no presaitaraciones neurolédgicas, ni vasculftes

Dubrac y colaborador®s estudiaron en el 2005 las diferencias entre rat@i¢P27A1
knockout heterocigotos, ratone€YP27A1 knockout homocigotos y ratones hembra. Los
heterocigotos presentan un mayor peso corporalhiyp@scolesterolemia media y una elevacion
de lipoproteinas (LDL). En los homocigotos por @htcario los autores encontraron una mayor
expresion deCYP7A que sugiere que parte del fenotipo homocigotecsseandario al aumento
de expresion y de actividad CYP7A. También hallat@patomegalia, disregulacion del
metabolismo del colesterol hepatico, de los achiltares y de los acidos grasos, aumento de la
sintesis hepética de colesterol, aumento de lass$ntle acidos biliares intermediarios, menor
concentracion de sales biliares en la vesicula,eatonde la expresion del polipéptido

cotransportador de Na-taurocolato (principal transmlor sinusoidal de sales biliares) y
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disminucién de la bomba exportadora de sales édidprincipal transportador canalicular de
sales biliares). Por lo tanto dedujeron que elcitédie CYP27A afecta a las tres vias hepaticas
metabolicas: la del colesterol, la de los aciddiares y la de los acidos grasos. Finalmente el

sexo también parece influir, con mayor afectaciémas hembrds

3.2.14.Protedémica

Latalina es una proteina del citoesqueleto con elevadompesecular que se localiza en los
“contactos focales” (las zonas de unién entre lal@d la matriz extracelular). Une receptores
de integrina para estabilizar el citoesqueleto aladtina. Juega un papel en la unién de los
filamentos de actina y en la union y separaciévates tipos de células. En la XCT hay un
aumento de una variante de la talina en leucocgesnterrumpe la asociacion entre integrina y
citoesqueleto de actina, alterandose la morfologialar. Esto mismo sucede con la proteina
ABP 280 @ctin-binding protein 285",

La vinculina es una proteina que contiene sitios de union dipl@d proteinas del
citoesqueleto (actina—actinina, talina, paxilina, vinexina y proteinciaas). Juega un papel en
el acoplamiento mecanico de la integrina al citaekxjo, en la forma celular, en la amplitud de
la protrusién y en la motilidad. En la XCT hay umreento de la vinculina, que afecta a la
polimerizacion normal y a la protrusion de la meanla, interfiriendo en la adhesion mediada
por integrina. El aumento de vinculina también piceduna menor adhesién entre la células y
una menor inmunidad del huésped

La vimentina normalmente se une a la fosforilatocinasa. En G Xsta disminuida. La
cinasa se une retrogradamente a la dineina, pextileciproblemas en la transduccion neuronal y
sintomas neurolégicds

El colestanol disminuye la fluidez de la membraelalar y el contenido de otras moléculas
dentro de la bicapa lipidica de la membrana. Selaera el colesterol en la membrana celular
reduciendo su mecanica. La fluidez de la membrideeada lleva a su mala funcion en las vias
de sefalizacion y transporte de proteinas y lipifbsumento de vinculina y de talina podrian
reflejar el resultado de dichos cambios en la éride la membrafia
Los pacientes con XCT presentan una fragilidadademémbrana celular. Algunos marcadores

proteicos podrian ser de ayuda para el diagnégticamiento de la XC'.
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3.3. GENETICA

La XCT es una enfermedad autondmica recesiva qiéicael enzima mitocondrial esterol
27-hidroxilasa ( (OMIM#213700). Cali y colaborad®rdemostraron en 1991 la localizacién del
genCYP27Alen la porcion distal q33-qgter del brazo largoatemosoma 2 (figura 13).

Figura 13.- Mapa regional de la localizacién delgée la 27-hidroxilasa (CYP27A) en el cromosomadnor?
(segun Cali y col§)

Leitersdorf y colaboradorg=lucidaron en 1993 la estructura @@YP27Alhumano. La
region promotora es rica en residuos de guanindogilta y contiene potenciales lugares de
unidn para los factores de transcripcion Spl y UF-@ue son necesarios para la expresion de
genes especificos hepatito&l genCYP27Alesta formado por nueve exones y ocho intrones, e
incluye 18,6 kb de ADR EI transcrito tiene un tamafio de 1966 pares desby codifica una
proteina de 531 aminoacidos con una enzima madud®8 aminoacidos y una secuencia sefial
mitocondrial de 33 aminoacidos. Los exones est@leados por secuencias que siguen el
consenso de los sitios dplicimgGT/AG”.

La 27-hidroxilasa pertenece a la familia de la P4i@condrial. Necesita ferrodoxina como
cofactor y ferrodoxina reductasa para la transfaeetle electrones. La secuencia que codifica la
sefial mitocondrial extrapéptido hidrofébica est&leexdn 1. El residuo de cisteina que se une al

hemo esta en el exén 8 y los sitios de unién arfadoxina en el final 3’ del exén 6 (figura 14)

v T

Zona de unién a Zona de union al
la ferrodoxina hemo

1c 2C 30C 40 500 (a.a

1 9 9 ] 9 ]

Figura 14.- Estructura del CYP27A1. La regién egmeeindica el péptido sefial y en gris las zonasidién a la
ferredoxina y al hemo respectivamente.
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Diez afios més tarde, Lee y colaboradbliesaron a cabo el mapeo fino del gg@¥P27A1
que localizaron entre los marcadores D2S1371 y D2S424 (figura®. 1Estudiaron la
configuracion tridimensional tedrica de la 27-hidlasa (figura 16) y su superposicion con la
P450scc gide-chain cleavagey tan solo objetivaron dos areas discrepantesbuele de
asociacion de la membrana putativa y el bucle chee mutacionesiissensee suelen localizar
en las areas de unién al hemo y a la adrenodoXarasélo dos de este tipo de mutaciones se
localizaban fuera de estas arfed®s autores plantearon que estas mutacionesapofiigar un
papel importante en la actividad enzimatica. Fireadte, compararon las secuencias de diferentes
CYP27(figura 17). La arginina en posicion 127 es un aaaido muy conservado. Se piensa
gue esta area podria tener una funcién bioldginanalidentificada. La lisina 259 esta precedida
por un tramo de residuos hidrofébicos. En la redgidomédloga del P450scc esta la region que

participa en la asociacién a la membrana

100 200 300 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

T D2s 1369

- D2S1649
[~ D2sS1380
I~ D281345
- D2s1327

|- D2S 164
- D2s1371

D2S434
- D251338
- D282210
- D2s2179
- D2s52249

- CYPMFR
- D2S 433

O Y 0 I 10 T O
T

- D2s424

~—— D2s 1363

Figura 15.- Analisis de haplotipos y mapeo detatlal CYP27. Las barras verticales representarhkgslotipos,

con areas soélidas en las zonas recombinantes. aaadhorizontales indican las dos areas en las sgiéocaliza

con mayor probabilidad el CYP27, en base a la rdmoacion de individuos afectados y no afectadosofvibinar

la informacion con la presencia o ausencia de motaes en portadores, los autores dedujeron que @YR@iera
estar localizado entre D2S2249 y D2S433 (Lee y3ols

Figura 16.- Modelo estructural y mapeo de las migiaes missense del CYP27. A: la estructura de BOBdc
(verde claro) se adapta a la estructura previstal@ CYP27 (marrén). La flecha marca una zona equie no
coinciden ambas estructuras. B: Se muestran enlasjaonas de las mutaciones missense, en azothéade unién
a la adrenodoxina (residuos 351-365) y en moradroiaa de unién al hemo (residuos 435-464). Todas la

mutaciones excepto dos se localizan en estas des £segin Lee y cols.
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TroutsScC 106 A IjF| (HY PIKIRIL TIVIEAMIT S YJRDYRNRK Y@VILLK SN[RV|I L MR EV IS{PIK LDEV|G
ChickemSCC 100  ATHLF i vSVPanVAleYRNKPYGVLLKTnE SDRLITLNKEVL VIVID S{FV PIL LIDQWV|S
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CYP27mat 152 FHTRLYDQLRAESASGNQ.VS| QLFYYFALEAFC YTLHE P . EDT VTP ViR SEjG LA E|L
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ChickenSCC 238 LNTKTWRDHVHANDAI FITQADKCIQNVYRDIRILORKSTEEHTG
MolluscP450 275 ILWS TKL| FENY|SDNVIDIGRSLVEKKWHPCKMEVTQNLH. .
CYP27mat 286 LY sKoFER de AL R PAGQ
1scc 271 IL R ILNARROAEG
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HumanD3_25 301 G ITANLSPGSS
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CYP27mat 422 PATPRIQH p VP

RI| Q RL xaxﬁvnnpz'rﬁxsvn
1scc 404 . .KDKDLIHFRNMLG R TLFHEITE T LENFIKIVIEMQ . HIGDVIDT I FNILI| 1]
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BumanD3_25 439  ..... TPHPFABLP R QMAMAD I )PEPGAAPVIRPKT I
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CYP27mat 492 QFLQRQC.....
iscc 471 VFRPFNQDPPQA
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Figura 17.- Alineamiento multiple de secuencias blogas del CYP27. El alineamiento compara CYP27dmnmm
(CYP27mat), la enzima de unién de la cadena latehkitocromo P450 humano (1scc), el citocromo(e4bn de
Pseudomona putida (2bmh), el CYP26 de Oryctolaguscalus (Rabbit 26A1), el CYP27 de Rattus noruegic
(Rat-D3_27), la 25-hidroxivitamina-D&-hidroxilasa (HumanD3_25), la monooxigenasa P45@aeorrhynchus
mykiss (TroutSCC), la monooxigenasa P450 de p@luickenSCC) y el citocromo P450 de Lymnaea stagnali
(MolluscP450). El asterisco indica dos residuos4ROK226, usando la numeracion de CYP27mat. La zimna
adrenodoxina se localiza entre los residuos 358% B la zona de unién al hemo entre los residudsyl364. En
negro se indican las zonas de gran homologia yatess oscuras indican los residuos totalmente cwasks.

R94, T306 y P408 estan muy conservados, pero n226ysNo obstante K226 esta adyacente a una zona muy
conservada: P225 (segun Lee y cls.
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Sawada y colaboradofésn el 2001 estudiaron el géYP27Blen pacientes japoneses con
raquitismo dependiente de vitamina D tipo |, qudianen actividad d-hidroxilasa frente a la
25-hidroxivitamina-R. Compararon la secuencia de aminoacidos en el TAB2en el
CYP27B1 y en otros citocromos P450 mitocondrialesnos (figura 18). Ademas realizaron
un estudio sobre la union al hemo y al sustrat&EeiColi con CYP27A1 y posteriormente
relacionaron CYP27A1 y CYP27B4 Los amino&cidos R127 y G145 son responsables de |
formacion de la estructura terciaria del sustraimd (no son responsables de la unidn al sustrato
sino del plegamiento del sustrato hemo). La P51énsarga del plegamiento del sustrato hemo
(y no de la unidn al sustrato). Es necesaria alos\@ma carga negativa en la posicion 183 6 en
184. D183 y D184 estan localizadas en las hélices/B y estan expuestas a la superficie de la
proteina. Los asparticos estabilizan lésut-helix bundlesque consisten en cuatro hélices D,
E, I y J que forman puentes de sal. T339 es regptmsle la activacion del oxigeno molecular.
R405 y R407 estan implicadas en la coordinaciondapraopionato. Arginina forma puente de
sal con aspartico. Glutamico estabiliza la estmactarciaria de las proteinas. Prolina y glicina

son desestabilizadores de hélices y bloqueadotgdeg@mient6?.
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TUDbR TR
CYP27B1
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CYP11B1
CYP11B2
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Figura 18.- Comparacién de las secuencias de antitmé entre el CYP27A1, el CYP27B1 y otros citoo®m
P450 mitocondriales humanos en las posiciones gegeptan mutaciones en los pacientes con raquitismo
dependiente de vitamina D tipo | (arriba) y con X@lbajo). Se han marcado en negro las 4 posicicoesunes en
ambas enfermedades, en gris los residuos idényiemsblanco los residuos homoélogos (segiin Sawadis$).

La arginina en posicion 395 suele estar muy comasrw sirve de union para el cofactor
adrenodoxina. Este codon 395 (CGT) esta formaddogaitos ultimos nucledétidos 3’ del exén 6
(CG) y el primero 5’ del exén 7 (T). Es lotspot cuatro diferentes mutaciones afectan a esta
localizaciéft®. El efecto de una mutacién sobre sglicing del pre-ARNm difiere segun la
posicion de la mutacidon. Las mutaciones en la regittonica GT (posiciones +1 y +2 del sitio
5’ de splice producen ursplicing aberrante. Esto se debe a que esta secuenciaynguapel
importante estabilizando la complementariedad edttesnRNA vy el lugar desplicing Las

mutaciones en la region exonica del sitio 5’ decspho bloquean del todo el lugar normal de

splicing®.
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De 6 mutaciones en pacientes japoneses con XCFE, |bcalizaban cerca de regiones de
unién a cofactores, por lo que Chen y colaboradbmanteaban que la enfermedad se debia a
una incapacidad de unirse el enzima a los cofextdr@ sexta mutacion se localizaba en un
punto aislado, en la posicion 137. Por otro lade,las 6 mutaciones, 5 se producian en
nucledtidos considerados como hipermutables enerbrga humano. Todas las mutaciones
halladas hasta ese momento en pacientes japomasagegtipanissensésin afectar agplicing),
sintetizandose una enzima sin actividad.

Estos mismos autores propusieron en 1998 una tealsia ekplicing del pre-ARNm en dos
pasos: primero se produce la adhesion del pre-ARNMNel sitio 5’ desplice (con union
concomitante del final 5’ del intrén); posteriornese produce la adhesion del siticsgéce 3'.
Para ello participan el reconocimiento de secusnmiay especificas y otros factores (figura
19)%°.

UlsoRNA  3'... GGU(lj(I?AUU?AU ApppG
LT

Consensus 5' splice site 5. AG gtaagt... 3

UlsnRNA 31 GGU?(I?AUUCI‘.AU ApppG
RN

...... L(‘Lr gtaggt.....3'

Exon 6 5' splice site 5’

A

UisRNA 3. GGULI‘(I.‘.AUU(;AU ApppG
[ 1Y)
...... TGGTGGGT...... . CG gt

exon 6

cryptic 5'splice site 5’

intron 6

Figura 19.- Esquema de la complementariedad detas’ del Ul snRNA a la region de splicing 5’.Ansenso
de la zona de splice 5'. B: sitio de splice 5’ ohétdn 6 del gen de la esterol 27-hidroxilasa. Bdi¢a con una
flecha la mutacion G.A. Se indica con barras gruesas la unién G-C, coa barra fina la unién A-U y con una

barra corta la unién G-U (segtin Chen y cbi.

Ese mismo afio, también describieron una sustitugilénte de un nucleétido como causa de
un splicing alternativo del pre-ARNm al activar un sitio sfalicing 5’criptico®. La secuencia de
splicingconsenso es AGGTAAGT. Los autores asumian queuoeotidos alrededor del codon
mutante 145 son un sitio de splice 5’ criptico s&cia TGGTCCGT, en la que coinciden 5 de
los 8 nucledtidos de la secuencia consensaplitling en este sitio criptico activado produciria
un ADNc en el que se eliminan 13 pares de basestacion, aunque silente provocaria un
splicingalternativo activando el sitio dglicing criptico 5°°.

El nucledtido G esta presente en la posicion -Istiiel desplicing 5’ (Ultimo nucledtido del
exon) en el 78% de los casos, mientras que el diitbeC tan solo esta presente en el 4%. Por el

contrario en la posicion —1 del sitio giglicingnormal exon2-intron 2 se encuentra un nucleétido
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C, mientras que en el sitio criptico activado ed.& autores plantean que G podria jugar un
papel importante en splicing estabilizando la complementariedad entre U1 snigAsitio de
splicing (figura 20§°.

exon2 | intron2; exon3

5'...GGGCCGTTCACC gt...l...ag GGAAGG...3,

Eny
hang,
Otey 1Cer/

Chy
P Tom,

pSPM/pSPN

pTARGET™

Figura 20.- Representacion esquematica de la cansién del minigen mutante (pSPM) y normal (pSEd)clona
la region insertada, que contiene los exones %289 pb truncados del intrén 2, en el vector deresion
PpTARGET que contiene la regién promotora CMV, tidimquimérico para una expresion de alto nivelae
insertado y la sefial SV40 de poliadenilacion tarda indé%a con una flecha la mutacion silente®G(segun Chen

y colsX™).

3.4. MUTACIONES
3.4.1. Generalidades

Las primeras mutaciones en el g@¥P27Alcausantes de XCT fueron descritas en 1991
Poco tiempo después se detectaron también mutaaonalgunos grupos étni€85 Revisando
las mutaciones descritas hasta entonces, Lee paraiore$ observaron que las mutaciones
missensee solian localizar en las areas de unién al hemla adrenodoxina. De las mutaciones
nuevas identificadas por estos autores, tan séml@calizaban fuera de estas areas: p.R127W y
p.K259R. Plantearon que estas areas también pamrian un papel importante en la actividad
enzimaticd En una revisién mas reciente se destaca quesd® |mutaciones descritas hasta ese
momento, la mayoria (65%) eran sustituciones den@édwidos. El analisis de mutaciones
mostraba 22 (45%) mutacionggssensel0 (20%) mutacionesonsense9 (18%) mutaciones
del sitio desplicing 7 (14%) deleciones y 1 (2%) insercion. Casi éo5fe estas mutaciones se
localizan en la regién de los exones’68stas mutaciones afectan con frecuencia a loduEs
R395, R474, R479, R137 y GI48.as deleciones, inserciones y mutacionessensevan a
generar la ausencia del sitio de unién para el hepara la adrenodoxina. Las mutaciones que
afectan a las zonas dplicing producen un ARNm aberrante que se degrada rapittano un

cambio de estructura y translacion de un polipéptide es enzimaticamente inactivo al no
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presentar el grupo hemo o adrenodokinaas mutacionemissenseodrian alterar la actividad
catalitica de la enzima. Se considera que estaaciooes son patogénicas cuando alteran los
sitios de unién a la adrenodoxina o al hemo o @ralsustrato potencial Algunas de estas
mutaciones presentan una frecuencia relativamdat@da en algunos grupos étnicos, como
p.T339M en pacientes holandeses, p.R474(Q/W) erengas japoneses y p.A216P en casos
italianos. No se ha establecido ninguna correlaegpecifica entre genotipo y fenotipo, lo que
sugiere la presencia de otros factores que pouhflair sobre el fenotipo.

En la actualidad se conocen, pues, algo mas deusficiones causantes de XCT en el gen
CYP27A1 Navegar la literatura para identificar todas fastaciones descritas y localizarlas
correctamente en el gen y la proteina no siempeersillo. La existencia del péptido sefial ha
llevado a confusidén en la nomeclatura referidasarésiduos aminoacidicos y mutaciones de la
27-hidroxilasa. A todos los efectos en el prestateajo la numeracion de los codones comienza
en el primer residuo de la proteina precursoratddos los autores siguen las recomendaciones
de laHuman Genome Variation SocieiGV3°®® En el presente trabajo hemos seguido
dichas recomendaciones y las mutaciones descrtas@mente las hemos renombrado cuando
ha sido necesario para adecuarlas a la misma ntah@acconsenso. No existe que tengamos
constancia una base de datos de acceso publicesuma de manera extensa y adecuada todas
las mutaciones conocidas &YP27A1 A continuacidén se revisan las mutaciones descata

cada exon (ver localizacion de las mismas en eldipé 2).

3.4.2.Ex6n 1
e ¢.5-6insC mutacién descrita en una familia francesa quedyme un codon de
terminacion prematur®.
« c.11-21del TGGGCTGCGC
3.4.3.Intrén 1
No se han descrito hasta la fecha mutaciones tackls en este intron.

3.4.4.Ex0n 2
» ¢.305delC esta delecion produce un cambio de estructuraodidnstop prematuro y
como consecuencia una ausencia de actividad 2@xilisd".
» ¢.355delC mutacion encontrada en pacientes israelies derarfaidruza; produce un

codénstopprematurd.
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3.4.5.

c.366 CYA (p.G122G) mutacién silente descrita péfato y colaboradorés en un
paciente con XCT y adenocarcinoma de vesicula difenenciado al que se le practicé
una necropsia.

c.379 T (p.R127W): mutacién encontrada por Verrips y colaboradGres un
paciente con XCT con afectaciéon espinal. Lee y hmidore§ la hallaron en una
familia de Taiwan.

c.380 G>A (p.R127Q) publicada por Watts y colaboraddfesn 1996. Unos afios més
tarde se relacioné con parkinsonimo juvenil

.399 GDA (p.W133X)?

c.409 T (p.R137W)® la arginina interacciona con un grupo propiordgbhemo y

el W133, cuatro residuos mas alla, probablemeriteiggplicado en la transferencia de
electrones entre la NADPH-citocromo P450 reductashhemo P450 microsomal

C.433 G- A (p.G145R)®

€.435 G- T (p.G145G) esta sustitucion de un nucledétido que funcionatmes silente
provoca unsplicing alternativo del pre-ARNm. Se producen tres tipesADNc: el
terminal 3’ del ADN del ex6n 2 borrado, que incluy@ pares de bases, con un codén
stop prematuro; el ADNc excluido del exdon 2 que engl@ba pares de bases también
con un codonstop prematuro; el ADNc en su longitud completa con umatacion
funcionalmente silente 8T en codon 145 (GGG(GI}GGT(Gly)). Esta sustitucion
silente del nucleotido produce gplicing alternativo del pre-ARNm, activandose un sitio
de splicing 5’ criptico alrededor del codon mutante. Estoslltados plantean una nueva
base molecular de la XCT y sugieren la importangdas sustituciones silentes de un
nucleétido con respecto splicingdel pre-ARNM®.

c.434 G>A (p.G145E) la glicina en la posicion 145 suele estar muyseovada.
Aunque esta posicion esté fuera de la zona fungi@mael modelo tridimensional se
localiza en la region de union al hemo. Por otdw)da sustitucion de una glicina por un
aminodacido cargado negativamente podria haceraggrezima fuera mas inestable.

c. 438 G>A (p.P146P)% mutacion silente

Intrén 2

c.446+1G>A": descrita en una familia procedente de Almeriadpce unsplicing

aberrante.
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3.4.6.

3.4.7.

Exon 3

c.475 C>T (p.Q159X). encontrada en un paciente holandés; produce déancsiop
prematurd’.

c.525/526delG encontrada en un paciente criollo Surindm&@ambién Clayton y
colaboradores encontraron esta mutacion en un rgacigue se presentd como una
hepatitis de células gigantes en la infancia, y @jl@s 11 afios desarrollo un patron de
metabolitos similar al de la XCY. Esta delecion produce una hebra desde treoniia 17
con una secuenciaonsensede 5 aminoacidos y un codon prematuro de terndnaci
TGA en posicién 179.

c.583 G>T (p.E195X). descrita en dos familias japonesas con XCT, cump@snbros
cursaron con parkinsonisfilo

c.646 G>C (p.A216P) reduce ebplicing al localizarse en el Gltimo nucleétido del exdn

3; hallada en pacientes italiaftbg suizo&2

Intron 3

No se han descrito hasta la fecha mutaciones fackls en este intron.

3.4.8.

3.4.9.

Exon 4

c.691 G T (p.R231X): encontrada en pacientes italiaffos

C.745 C- T (p.R249X): descrita en un paciente de Gran Bretafia

C.752 C- T (p.S251X)°

C.776 A~ G (p.K259R): hallada en un paciente de Alemdnia

C.779 G>A (p.W260X): encontrada en un paciente de Alemania

c.808 C>T (p.R270X). esta mutacion produce un codstop prematuro, formandose
una proteina de la mitad del tamafio normal, practente inactiva. Descrita en pacientes
pakistanie¥' y en paciente diagnosticado tras una muerte sébie 2008

c.819delT encontrada en familias de judios de origen noaito

Intron 4

c.844+1G>A: esta mutacién produce una unién directa de ksnes 3 y 5
(eliminandose le exdn 4) con la consiguiente pardiel 198 pares de bases en el ARNm
y de 66 aminoécidos en la enzfthdescrita en los Paises Bdfog en Australi&’,

c.845 -1G>A: encontrada en pacientes de origen marfé§ui

43



3.4.10. Ex6n 5

€.850 A>T (p. K284X): descrita en un paciente britanity enafrikaners®.

c.852 GDA (p. K284K): es un polimorfismd

. 944-948delTGGCC delecion de 5 nucledtidos que produce un cambil erarco de
lectura y la insercién de un coddn prematuro epoksicion 196. Se forma una proteina
que no posee una zona de unién al hemo, ni aémadoxinéd’,

c. 1016 AT (p. T339M): publicada por Brautbar y colaboraddfesn 1983; también se
ha encontrado en un paciente que cursé con demfeosta-temporal’; es frecuente en
Tanez, Marruecos y Argelia (de hecho supone un 28%as mutaciones halladas en

paciente originarios del Norte de Afri¢a)

3.4.11. Intrén 5
No se han descrito hasta la fecha mutaciones fackls en este intron.

3.4.12. .Ex0On 6

c. 1061 A~ G (p. D354G) hallada en un paciente de Turdufa

c. 1151 T (p. P384L): encontrada en un paciente bélga

c. 1180-1181delCTproduce un cambio de estructura y un costopprematurd.

c. 1183 T (p. R395C)* esta mutacién se localiza en una zona muy coadarde
unidon al cofactor adrenodoxina, en un dinucledt@@, que es hipermutable en el
genoma humano. Cali y colaborad8resalizaron en 1991 una transfeccién en células
COS-M6 de simio y midieron la actividad de la 2@drbkilasa mediante cromatografia
de capa fina, objetivando un descenso importantiatie actividad enzimati€aVerrips

y colaborador€§ también encontraron esta mutacién en un pacienamtés.

c. 1183 C>A (p. R395S) esta mutacion se produce en el penultimo nudedtel exon

6 (posicion —2 del sitio dsplicing del exdn 6 - intron 6). Podria producir splicing
alternativo en otro sitidn vitro esta mutacion provoca una ausencia en el terrfirde

88 pares de bases del exdn 6 debido al uso deialesplicing5’ criptico activado. Se
forma un coddn terminal prematuro de 47 pares desbpor debajo del final 5’ del exén
7. Se piensa que esto también podria produsirsgvo aunque es dificil demostrarlo
debido a la inestabilidad. Al realizar una transi@a en células COS-1 se objetiva una
menor actividad 27-hidroxilasa. Las diferenciageihds estudiosn vivo y los estudio

sobre células COS-1 se deben a las temperatasasnles y las dilucion&%
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c.1184 G>A (p.R395H): descrita en un paciente japotiésse localiza en la zona de
union a la adrenodoxina. Da lugar a diferentesstide spliced ARNm: ADNc que
contiene una mutacion en el codon R395H; termihde388 pares de bases del exén 6
(debido a la utilizacién de una zona sjgice activada en 5’ en el exén 6); ADNc sin

exon 6°,

3.4.13. Intrén 6

c. 1184 +1G - A: produce tres fragmentos de ARNm andmalos: enrietegpo, el
extremo 5’ del exdn 6 se une al exdn 7 perdién86ggares de bases en el exén 7; en el
segundo, el exon 5 se une directamente al exon &l tercero, el exdn 5 se une al exon
8, perdiéndose 246 pares de b&seéBambién Sperhake y colaborad8resncontraron
esta mutacién en un paciente con XCT que tuvo wrerten subita.

c. 1185 -1G- T: encontrada en tres hermanos chinos procedentdsraeKong™.

c. del 1,9 kb(del exon 7-9) delecion de 2 kb, del intrén 6 a la region 3’ deh, que
elimina los exones 728 Esta mutaci6én produce un alelo nulo, sin actiyid2y-
hidroxilasa. EI ARNm mutante deberia codificar ymateina de 362 aminoacidos. La
union del exon 6 a la mitad 5’ del intron 6 nodmintroduciria un codon terminacion
prematuro que sigue a la arginina de la posici@ 8¥mandose una enzima que no es
funcional, al no tener un sitio de union al heror otro lado, la delecion elimina el
exén 9 gque codifica la region 3’ no transcrita &&tNm que contiene la sefial de
poliadenilacién. Al ser la poliadenilacidn (el a@eoniento del segmento poli-A) el primer
paso en la descomposicion del ARNm, es probableigueRNmM desprovisto de la sefal
de poliadenilacion sea degradado poco después ddrasmscripcion. Garuti y
colaboradores plantearon que esta delecién podria deberserida de 14 nucleétidos
orientados de forma opuesta, localizados en ebrin®6 y en la region 3 FLK
(“flanking’), que produciria una primera estructura en fodaabase de un bucle y una
segunda estructura también formando la base dedle imas abajo, donde ésta presenta
una secuencia rica en A-T (figura 21). La formacd® estos dos bucles uniria dos
repeticiones directas de 6 nucleétidos (AGA-CAG& @n condiciones normales estan
situadas en el intrén 6 y en el inicio de una seciaeAlu invertida en la region 3'FLK.
Estas repeticiones causarian un emparejamientoeermdurante la duplicacion del ADN

(durante el reanillamiento las dos tiras se sepgrs@ vuelven a anillar). Si la copia se
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une al 5’ se produce una duplicacién, mientras sjuse une al 3' se produce una

delecion®.
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Figura 21.- Posible estructura secundaria en laiéegde los puntos de ruptura del gen CYP271A. baré

representa dos hipotéticas bases de bucle conpstenciales estructuras de horquilla que puedensaaua

delecion. La formacién de las estructuras en hdtguiroduce dos repeticiones de seis nucleétidog parecidas
(enmarcadas). La vecindad de estas repeticionesctdis puede producir un emparejamiento erréneo rherda

replicacion del ADN, con la eliminacion de una dias repeticiones en la zona de delecion. Las $invegticales
continuas (a) y discontinuas (b) indican los passbpuntos de separacion. Si los puntos de separastan en la
posicion a, la secuencia AGACAG presente en la oiendelecion pertenece a la region 3'FLK; si lo msde
separacion se localizan en la posicion b, la secieAGACAG pertenece al intrén 6 (segln Garubg®).

Desde el punto de vista técnico, para poder detesta mutacion, los autores tuvieron que
realizar 2 PCR independientes: en la primera emple8s3 com@rimer forwardy 3'FLKas4
como primer reverse amplificando un alelo normal, de 792 pares deessiasn la segunda
emplearon 6s comprimer forwardy 3'FLKas4 comoprimer reverse amplificando el alelo

delecionado (figura 22
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Figura 22.- Método de “PCR inversa” empleado commiw inicial para secuenciar la region 3'FLK del me
CYP27. Se digiere el ADN gendmico de un sujeto alocon BamHI y se realiza una electroforesis engehde

agarosa. Se eligen los fragmentos de un tamafioe3iklR2y se ligan con T4 ADN ligasa. Se digierenflagmentos
circulares con Xhol y se amplifican con PCR usapdmers 8as y 9s1, como se indica con las fleckzssa

marcada la regién que abarca el exén 8, el intropd exon 9. 3'UTR es una regién no traducida fiodia por el

exén 9. 3'FLK es la regién 3’ flanking. El fragmertte CYP27 no esta dibujado a escala (segin Garis®™).
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3.4.14. Exon 7

c. 1202G>G (p. P401R) mutacion hallada en familias japonesas. Se loean la zona
de unién a la ferrodoxina. Al afectarse la traresfera de electrones, se inhibe la
enzima®.

c. 1209 T (p. N403K)*’

c. 1213 AT (p. R405W) mutacién hallada en un paciente de los PaisesBapn un
paciente suizo que cursé con una mielopatia privgfés

c. 1213 C. G (p. R405G§®

c. 1214 GA (p. R405Q) mutacion descrita en pacientes japon¥sey chinos”, que
se localiza cerca de R395, aminoacido muy conserga@ sirve de unién al cofactor
adrenodoxina. Chen y colaborad§fesalizaron un estudio de transfeccién del ADNc
mutante en células COS, que demostré un descenda detividad 27-hidroxilasa.
Realizaron ademas un estudio mediante analissdenucleasa de restriccion (Hapll).
c. 1222 &G>T (p. E408X). mutacion encontrada en un lactante con colesgasigallecio

a los 4 mese&

3.4.15. Intrén 7

c. 1263 +1 G>A: mutacién hallada en pacientes italidtiomponesed’ y taiwaneses;
produce un ARNm andémalo en el que el exdn 6 se directamente al exdn 8,
eliminandose el exdon 7. La union del exdn 6 y delne8 produce un cambio de
estructura por debajo de la R395, que genera wenaade 28 aminoacidos y un codon
stopprematurd".

c. 1263 +5 &> T: en esta mutaciorel exén 6 se une al exon 8, con un cod@op
prematuré®

c. 1264 -1 G>A: se producen 2 ARNm anémalos (en el primero seimdi el intron 7,
produciéndose un cambio en la estructura y un cstiimprematuro; en el segundo se

produce una delecién de los 6 primeros nucledtignigndose los exones 7 ¥8)

3.4.16. Ex6n 8

c. 1323 &T (p. P441S) mutacién encontrada en pacientes estadounidenses
c. 1381 T (p. Q461X): descrita en pacientes estadounidehses

c. 1415 G>C (p. G472A) mutacién hallada en pacientes chinos

c. 1420 C- G (p. R474GY®
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* . 1420 T (p. R474W). mutacion descrita en pacientes japoneses y guaciente
escandinai§9910110°

e . 1421 G>A (p. R474Q) mutacion encontrada fundamentalmente en pacientes
japonese¥?°1% Estas dos Ultimas mutaciones (p. R474W y p. RABt@esponden a
la zona de unién al hemo. Afectan a nucleétidos Qi@ son los nucleétidos mas
frecuentemente afectados en el genoma humano. ®Pumdirmarse mediante las
enzimas de restriccidHpall y Stul respectivamente. Kim y colaboraddféestudiaron
ademas la actividad enzimatica y propusieron uitdiate reduccion de la actividad del
98% a partir del cual la enfermedad se hace sirttoanépor el contrario pacientes con
una reduccion de la actividad enzimatica del 90%ripo permanecer asintomaticos).
También Chen y colaboradot®&sdescribieron en 1998 estas dos mutaciones enpesie
japoneses. De forma global, encontraron que lasacrartes p.R474W, p.R405Q vy
p.R474Q suponen el 83% de las mutaciones en Jaodinlo que recomendaban la
realizacién de uiscreeningde estas tres mutaciones ante una sospecha deiX@do
paciente japoné?.

« . 1435 C-A (p. R479S§Y’

« . 1435 GG (p. R479GY: hallada en un paciente con demencia fronto-teatpo

e . 1435 COT (p. R479C) esta mutacién se localiza dos aminoacidos masdall la
cisteina, muy conservada, que sirve de ligando mraofactor hemo. Cali y
colaboradorésrealizaron una transfeccién en células COS-M6iaosy midieron la
actividad de la 27-hidroxilasa mediante cromatdgrafe capa fina, objetivando un

descenso importante de dicha actividad enzinfatica

3.4.17. Intrén 8

No se han descrito hasta la fecha mutaciones kackls en este intron.

3.4.18. Ex6n 9

No se han descrito hasta la fecha mutaciones rackls en este exon.

3.5. EPIDEMIOLOGIA
Hay pocos datos epidemiolégicos, aunque se haittesgra mayor prevalencia de esta
enfermedad en ciertas poblaciones, como japones$psjusefardies e italianos, a menudo

asociada a la existencia de mutaciones especificas
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Leitersdorf y colaboradorépresentaron en 1993 cinco casos de XCT en 4 &jildias de
origen marroqui. Analizaron seguidamente 250 inldios judios de origen marroqui en busca de
las dos mutaciones detectadas en los pacientesoptearon un portador de la delecion del exon
4 y dos de la mutacién del intron 4. La frecuenldaeste alelo estimada en esa poblacion fue de
0,006. Por lo tanto la frecuencia estimada de hagosiad fue de 0,00004. Al ser la poblacion
de Israel originaria de Marruecos de 498.000 hatgtay al ser el grado de mezcla interétnica
calculado de un 8,6%, los autores estimaron quéadedber unos 20 casos de XCT como
resultado de los dos alelos mutantes en matrimarsosonsanguinedsEn 1994, los mismos
autores describieron varios casos de XCT entreelissa druzos y relacionaron la mayor
prevalencia con la consanguinidad existente y distesta por motivos culturalds

Reshef y colaborador&presentaron en 1994 la mutacién p.T339M (exémA)re familia
judia, originaria de Argelia. Esta mutacion se heoatrado ademas en Tunez, en Marruecos y
en Argelia. Supone un 29% de las mutaciones halladapacientes originarios del Norte de
Africa. Para explicar la incidencia de esta mutacéh este area geogréfica, los autores se
plantearon la influencia de un posible efecto fulmlan ese area dado que varias mutaciones se
asocian con diferentes haplotipos del gen (el efelet seleccion explicaria la existencia de
diferentes mutaciones asociadas a un haplotipooanreto, pero no a diferentes haplotipos
como es el cast)

Lorincz y colaboradoré$ en el 2005 describieron 2 casos de XCT y realiz@loestudio
genético en 115 voluntarios, de origen europeonds de 60 afios de edad, sin antecedentes
personales, ni familiares de enfermedades neupaégirecolectados en la Universidad de
Michigan. Encontraron un portador heterocigoto. basores dedujeron que la prevalencia era
de 1,9/100000. Dado que existen diferentes mutasjda prevalencia de esta enfermedad seria
de al menos un 3-5/100000, es decir bastante nuyior que se pien$a

Con respecto a la prevalencia de la enfermedatiandes y colaborador88describieron en
el 2002 la XCT como la segunda causa de alteraogbmoldgica en pacientes con cataratas
juveniles (detras de la distrofia miotonica). Bamsaden estos argumentos, los autores no
recomendaban englobar esta enfermedad dentro defExsnedades raras.

En relacion con las caracteristicas demograficastieenfermedad, los datos mas completos
proceden de una revision de la literatura en e42Q0s autores encontraron unos 175 casos
descritos en la literatura, de los cuales 98 erajemes y 77 varones. El rango de edades estaba
comprendido entre los 2 y los 58 afios

En nuestro pais, se han publicado 7 casos emtrafilos 1993 y 2004, sin que tengamos

constancia de descripciones de series, ni de estines epidemioldgicas.
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3.6. CLINICA
3.6.1. Generalidades

La XCT es una enfermedad cronica de instauraci@idiosa y progresion lenta, cuyos
primeros sintomas suelen presentarse a edadesateaspaunque el cuadro clinico tipico puede
no ser evidente hasta la edad adulta. La preselecidiarrea en un nifio y de cataratas en la
segunda década de la vida son a menudo los prindetos. Hacia la tercera década suelen
comenzar los sintomas neurolégicos que pueden eetudlquier tipo: ataxia, mielopatia,
polineuropatia, epilepsia, deterioro cognitivo, Ki@onismo etc. La presencia de xantomas
puede ayudar al diagndstico, aunque su ausencidebe considerarse como un criterio de
exclusion.

Verrips y colaboradoré® propusieron en 2000 para el diagnéstico de la XCdmpleo de
los siguientes criterios: cataratas prematurastediantratable; signos neurolégicos progresivos;
xantomas tendinosos. En los pacientes que cumplizrde estos 4 criterios recomendaban
incluir la XCT en el diagndstico diferencid Insistian en que la frecuencia de la diarrea es
mayor de lo que se piensa, porque no se sueledgeera los pacientes sobre este sintoma. Por
el contrario, la presencia de xantomas tan solabgativa en el 50% de los casos, lo que puede
ser causa de un infradiagndstfto

La prevalencia hallada para los diferentes sintoerasina revisién del 2004 fue: 71%
xantomas tendinosos; 92% cataratas; 81% retrasdamdin la tabla 1 se resumen los
principales sintomas, su edad de inicio, su posibcanismo patogénico, asi como su

incidencia aproximada

Zona afectada | Signos o sintomas clinicos Edad décio | Incidencia Posible mecanismo
Aparato gastrofDiarrea cronica Infancia precoz  Frecuente Altenacdel metabolismo
intestinal de los &cidos biliares
Ojos Cataratas Adulto joven Muy frecuente Depdésito esteroles en gl
cristalino
Piel y tendones| Xantomas Adolescencia Frecuente Odtepde esteroles
Cerebro Deterioro cognitivo, trastorpAdolescencia, | Muy frecuente | Depdésito de esteroles
psiquiatrico, afectaciépadulto
cerebelosa y de via piramidal
Sistema cardio-Cardiopatia isquémica Adulto Menos Deposito de esteroles
vascular frecuente
Huesos Osteoporosis, fracturas Adulto Menos Deposito de esteroles u ofro
frecuente mecanismo

Tabla 1.- Principales manifestaciones clinicas@XCT (segin Moghadasian y cO)s.

3.6.2. Diarrea cronica
Van Heijst y colaborador&$ publicaron en 1998 5 casos de nifios (entre 7 gf23) con

XCT y revisaron los datos de la literatura (otr8snifios mas). El cuadro clinico se caracterizaba
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por diarrea crénica, cataratas y posteriormentagetpsico-motor. Los autores concluian que
ante la presencia de cataratas y diarrea en ngmia ue considerarse en el diagndstico
diferencial la XCT'°. Posteriormente otros autores también han ineistidque la frecuencia de

la diarrea es mayor de lo que se piensa, porquee rsoiele interrogar a los pacientes sobre este

sintoma®®,

3.6.3. Cataratas y afectacion ocular

La presencia de cataratas en estos pacientesoesigino muy tipico de esta enfermedad. El
tipo de catarata no es especifico, siendo la edacdop de presentacién (segunda o tercera
década de la vida) lo que debiera alertar al ofikdgo sobre la existencia de una posible causa
subyacente. Algunos pacientes asocian otro tipafdetacion ocular como es la atrofia del
nervio optico.

Cruysberg y colaboradoréSdescribieron en 1991 tres casos de XCT desdenéd pie vista
oftalmolégico. El primero de los pacientes predemtaataratas bilaterales, con opacidades
multiples, irregulares, lineales blancas y azulesataratas subcapsulares posteriores. En el
segundo paciente las cataratas eran similarestati@n pero sin opacidades subcapsulares
posteriores. El tercer paciente presentaba casamd¢ssas polares anteriores y pequefias
opacidades®. Antes de los 6 afios de edad, suelen apareceidages en la zona cortical del
cristalino que progresan con el tiempo. Hacia lelestencia, las cataratas suelen estar ya bien
formadas requiriendo tratamiento quirdrdico

En un estudio mas amplio sobre las manifestacionakres basado en 16 pacientes con
XCT, la principal afectacion encontrada fue el dedl® de cataratas en la infancia (y no
congénitas) de tipo polar anterior, subcapsulartepos o de opacidades irregulares
corticonucleares, que requirieron la extraccionatitalino y la implantacion de una lente de
camara posterior. También estudiaron en estos miasida vision de colores, que estaba
frecuentemente alterada y el fondo de ojo que &ém en tres pacientes mostraba una palidez
papilar. La ecografia ocular, la electrorretino@raj la queratometria fueron normales. Los
potenciales evocados visuales mostraban difereitesaciones: en ocasiones eran normales,
otras veces estaban ausentes y en algunos pacsentdgetivaba una afectacion de la latencia
(por neuropatia o por disminucion de la agudezaialis Algunos pacientes asociaban
xantelasmas?

Dotti y colaboradorés® en el 2001 observaron que el hallazgo mas cafstiter también
fue la presencia de cataratas juveniles. Tambiéserghron palidez del disco O6ptico o

envejecimiento de la retina en algunos pacientesieéSrelacionado la existencia de drusas y de
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cambios en el epitelio pigmentario de la retina nanposible estadio precoz de degeneracion
macular. Los potenciales evocados visuales prdsmmtana latencia alargada (en probable
relacion con una neuropatia éptica). El estudicdamna-patologico del material del cristalino

aspirado mostro unas estructuras membranosas coalaa de material lipidico.

3.6.4. Xantomas tendinosos

Los xantomas son depdsitos en la piel y el tejidlmlar subcutaneo que aparecen como
papulas amarillentas, nddulos y seudotumores. Estarados por tejido conectivo que contiene
colesterol, ésteres de colesterol, triglicéridosfdlipidos y numerosos macrofagos espumosos
cargados de lipidd¥.

Los tendones aquileos son la principal localizaedra que se depositan el colestanol y el
colesterol. Esto suele producirse antes de logi&5 de edad. Otras posibles localizaciones para
estos acimulos son los dedos, las tuberosidadiegesiby el triceps También se pueden
observar xantomas tuberosos y xantelasmas en alganientes con XCT

Smithard y colaboradort$ presentaron en 2007 un caso de XCT con xantometesos,
sin afectacion neuroldgica (con RM craneal normagscribian que los xantomas tendinosos
pueden preceder en afios la instauracion de laca&liméurolégica y que por lo tanto debe
plantearse la XCT en el diagnéstico diferencial lo® xantomas tendinosdd Asi mismo
Muhammed y colaboradores diagnosticaron en 2006 esta enfermedad en unrped® una
clinica dermatologica, a la que el paciente haliadido por la presencia de xantomas
tendinosos, que también estaban presentes en dos termanos.

Por el contrario, se han descrito diferentes ca®sXCT sin xantomas tendinosos. Por
ejemplo, Campdelacreu y colaboraddtasublicaron en 2002 la descripcion de dos hermanos
gemelos univitelinos con XCT, que comenzaron calegga fotosensible a los 11 afios de edad
y posteriormente a los 20 desarrollaron una paesgaespastica y cataratas, pero que no tenian
xantomas tendinosos. Verrips y colaboradSfedescribieron en el 2000 que la presencia de
xantomas tan soélo se objetiva en el 50% de losscasfradiagnosticandose con frecuencia la
enfermedad debido a la baja frecuencia de este.sigm conclusion, la ausencia de xantomas

no debe excluir el diagnéstico de X+
3.6.5. Sintomas neuroldgicos

A través de los sintomas neurolégicos es comauske sliagnosticar la enfermedad en la

mayoria de los casos. Estos pueden ser de cualipgesiendo el retraso psicomotor, la ataxia y
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el piramidalismo los més frecuentememnte encongtaambien la intensidad de los mismos es
muy variable, siendo por lo tanto el grado de giacalad en estos pacientes muy variable.

* Retraso psicomotor

Varios autores describen la presencia de un cetpsscomotor en los pacientes con
XCT"18 qunque no existen casos de esta enfermedad guidmien la literatura que hayan
sido diagnosticados por este sintoma (sino queedersdiagnosticar en la edad adulta por otros
sintomas neuroldgicos y en la anamnesis se menelargecedente del retraso en el desarrollo

psico-motor).

* Piramidalismo

Verrips y colaboradoréSpresentaron en 1999 7 casos de XCT con una paeg@mespinal.
Realizaron un estudio con RM que mostraba unaafiéct de la columna lateral y dorsal. Estos
pacientes no presentaban afectacion cerebelosgatarioro cognitivo ni xantomas. Los autores
recomendaban incluir la XCT en el diagnéstico difieial de las mielopatias créni€asn el
2004, Bartholdi y colaboradofésdescribieron otros dos casos mas de nacionalidizd son
mielopatia progresiva, sin afectacion cerebelosapgnitiva inicial y sin xantomas. También
Rogelet y colaborador€s presentaron el caso de dos hermanas con XCT, etmaparesia
espastica, xantomas tendinosos, deterioro cognjtoataratas juveniles.

En resumen, se trata de uno de los sintomas méastip que con relativa frecuencia puede

ser su forma de presentacion.

* Ataxia

Diversos autores han publicado casos de XCT cocteaién cerebelosa y con la imagen
caracteristicas en la RM de afectacién de los nddentadd$®*?* En la revisién de Verrips y
colaboradorésde 58 pacientes con XCT la presencia de ataxiaelesegundo sintoma mas
frecuentemente encontrado (hasta 60%) desde & dentista neuroldgico.

En resumen, la ataxia también es uno de los sagamas caracteristicos y puede ser su

forma de presentacion

* Polineuropatia
Existen pocos datos en la literatura sobre lascteniaticas de la polineuropatia (PNP) en la
XCT y éstos son contradictorios. Algunos autorescdieen una PNP de tipo desmielinizaffte
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mientras que otros la describen de tipo aXdhahdemas, en la mayoria de protocolos de
estudio de las PNP no se menciona la XCT en ehdgtgo diferencial de las diferentes PNP.

Argov y colaboradoré&’ presentaron en 1986 tres casos de XCT. Clinicamenparecian
tener neuropatia, pues aunque presentaban atrgi@sycavos, los reflejos miotaticos estaban
aumentados y asociaban una minima hipopalestesiaeléctroneurografia mostraba una
reduccion de las velocidades de conduccion seasitiy motoras, pero sin bloqueos. La
electromiografia no mostraba actividad espontamea i una disminucion de las fibras con el
esfuerzo maximo, todo ello sugestivo de una neti@mesmielinizante primaria. Por ello los
autores recomendaban incluir la XCT en el diagnéstiiferencial de neuropatias sensitivo-
motoras hereditari4s.

Unos afios mas tarde, Verrips y colaboraddtesresentaron los resultados del estudio
neurofisiolégico y de la biopsia (muscular en nupaeientes y de nervio sural en 3 pacientes)
de 10 pacientes con XCT. Tan s6lo 1 de los 10 ptasese quejaba de debilidad, aunque seis de
ellos presentaban signos clinicos. Los estudiosofisiol6gicos objetivaban una neuropatia
axonal sensitivo-motora. Las biopsias mostrabanbg@mneurogénicos (degeneracion axonal)
aungue en un caso la presencia de bulbos gigaeteshilla sugeria un inicio desmielinizante
(los autores plantearon que podria existir un corapte isquémico). No hallaron ninguna
correlacion entre el tipo de neuropatia, la edadeleridad de las alteraciones bioquimicas y el

tipo de mutaci6tf>

» Deterioro cognitivo

La presencia de deteriro cognitivo en estos paesemd es infrecuente. Cuando esta presente
suele tener un patron fronto-temporal y aparecexdales tempranas (cuarta-quinta décadas de
la vida). Guyant-Marechal y colaboraddfesescribieron un caso de XCT que cursé con
demencia fronto-temporal a los 53 afios, con xargppero sin cataratas y sin afectacion de los
nucleos dentados en la RM craneal. Por ello, ldsresi recomendaban incluir la XCT en el

diagnéstico diferencia de demencia fronto-tempengbacientes jévenés

* Manifestaciones psiquiatricas

Las manifestaciones psiquiatricas en estos pasieaie mas frecuentes de lo que se piensa.
Suelen cursar con depresioh aunque con frecuencia ésta es reactiva a lo®nsést
neurologicos.

En una serie de 35 pacientes con XCT, 4 presentsibtomas psiquiatricos (alucinaciones
auditivas, catatonia y agresividad). Estos sintopwdian producirse tras la mejoria de los
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sintomas neuroldgicos, antes de los sintomas mgitos o en ausencia de demencia. Los
autores propusieron como mecanismo patogénico festaeion de la mielina y por lo tanto de
los circuitos neuronal&s,

Lee y colaboradoré® relacionaron la depresién con la presencia de dilzacion
ventricular. Propusieron como mecanismo fisiopaficld un depdsito de colestanol, que altera
los circuitos neuronales que regulan la neuropldstil y la supervivencia neuronal. Revisaron
la literatura y obtuvieron un total de 10 casosX@3 con sintomas psiquiatricos, de los cuales
un 60% presentaban retraso mental y un 20% depté&sié

En un resumen publicado en el 2007 de todos losesrinnatos del metabolismo que podian
cursar con alteraciones psiquiatricas, la XCT estatluida en el grupo que cursaba con retraso

mental leve y alteraciones conductuales o de palisianl tardias’.

» Parkinsonismo

Wakamatsu y colaboradof@sdescribieron 3 casos de XCT con parkinsonismoe 2od
casos presentaban una afectacion mesencefalica RM Ique justificaria el parkinsonismo y
respondieron moderadamente al tratamiento con tg@ad clorhidrato de difenilpiralina. El
tercer caso no presentaba ninguna lesion en la B&jugtificara la clinica y respondié al
tratamiento con AQDC, por lo que se relacioné ekipaonismo con la XC¥. También Dotti y
colaboradorés presentaron en el 2000 un caso de XCT con pamisism de inicio precoz (a
los 35 afios), sin afectacion de los ganglios basalda RM craneal.

Ohno y colaborador&® en el 2001 presentaron 3 hermanas con XCT y usinsanismo.
Clinicamente el cuadro era indistinguible de uni@remedad de Parkinson. Realizaron un PET
gue sugeria una afectacion presinaptica y una RiMeal que no mostraba afectacién de la
sustancia negra ni del estriado. Estas pacientesespmndieron al tratamiento con levodopa, y
por el contrario si al tratamiento con clorhidrat® difenilpiralina. Se cree que este farmaco
participa en la recaptacion de dopamina. El traatoi con inhibidores de la HMG-CoA
reductasa normaliz6 el colestanol, pero no frenénfermedad. Los autores planteaban que la
sustitucion de colesterol por colestanol en la nramiblipidica podria alterar la expresion de los
transportadores de monoamitfds Otros autores han propuesto como posible mecanism
etiopatogénico de dicha clinica una alteracionipégsica de la via dopaminérgica nigroestriada

por depésito de colestariol
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* Epilepsia

Se han descrito casos de XCT con epilepsia enfdadia. Por ejemplo, Campdelacreu y
colaboradored publicaron en el 2002 la descripcién de dos heanaemelos univitelinos con
XCT, que comenzaron con epilepsia fotosensibles d loafios de edad y posteriormente a los 20

desarrollaron paraparesia espastica y cataratas.

3.6.6. Afectacion cardiovascular

La presencia de miocardiopatia isquémica se asoaida XCT con una frecuencia superior
a lo que tradicionalmente se créfavaldivieso y colaborador&¥ describieron un varén de 36
aflos con antecedente de cataratas, xantomas goretrantal, diagnosticado de XCT, que
fallecio tras varios infartos agudos de miocardio fallo cardiaco. Los autores insistieron en
que la afectacion cardiovascular es mas frecuente gue pueda parecer clinicamente.

No se conoce la causa de la afectacion cardiovasenlla XCT. Podria estar en relacion con
un aumento de la sintesis de colesterol, perorél gde las lipoproteinas es antiaterogénico, por
lo que otros factores genéticos o ambientales debtm implicadds™? Algunos autores han
postulado que existe una afectacién del transpleiteolesterol periférico en el higddb

En un estudio cardiolégico realizado en 9 pacientas XCT, se encontré una hipertrofia
lipomatosa del septo atrial (HLSI) en 4 de ellasyque no se hallé ninguna relacién con la edad
del inicio, la duracién de la enfermedad, los ré@selde colestanol o la duracion del
tratamientd® La HLSI se define como un acimulo de grasa namndada a nivel del septo
atrial que produce un aumento de su grosor. Lésrias segun Fyke (mediante ecocardiograma
transtoracico) de hipertrofia lipomatosa del septoal son: septo atrial hiperecogénico
bilobulado en ventana subcostal; grosor del septdmm; ausencia de otro tipo de cardiopatia
gue produzca engrosamiento del septo. Algunos esutglacionan la HLSI con una mayor
incidencia de alteraciones del ritmo supraventaicuilteraciones de la conducciéon cardiaca y
muerte subita, aunque no esta claro. Si parecdass®ocon la obesidad severa y con la

arterosclerosis de las arterias coronattas

3.6.7. Afectacion hepatica

Clayton y colaboradorg$presentaron en el 2002 un caso de hepatitis deaséfjigantes
familiar en la infancia, con un aumento en la ecidre urinaria de alcoholes biliares
glucurénidos (un aumento en la orina de los allashbiliares y en la sangre de los precursores
de los acidos biliares). Este paciente a los 15 disarrollo un patron de metabolitos similar al

objetivado en la XCT, por lo que se realizd un distgenético en que se demostré una delecion
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ya descrita anteriormente en casos de XCT (c.585d8%5). Por ello, proponian que el defecto
en la conversion del colesterol en acidos biligopee afecta a lad~hidroxilasa y a la 27-
hidroxilasa) podia manifestarse en forma de heépalié células gigantes en la infancia, de
hepatitis neonatal (que puede ser autolimitaddad)fa de XCT en la edad adulta. Los pacientes
con XCT tienen con mayor frecuencia antecedentbeghatitis neonatal, y de elevacion de las
transaminasas y de la bilirrubina en la infancie gupoblacién generél

Unos afios méas tarde, Von Bahr y colaboraddrpeesentaron un caso de XCT que se
presentd con colestasis en la infancia, que fallecilos 4 meses. El fenotipo clinico era
totalmente diferente. El paciente presentaba ademagfeccion por CMV (que también puede

ser causa de una enfermedad hepatica sétera)

3.6.8. Otras alteraciones

Algunos casos de XCT asocian alteraciones musagoetéticas, compectus excavatum
escoliosis o pies cavbs*

Dorman y colaborador&8 presentaron en 1997 una mujer de 41 afios con XCT,
linfangioleiomiomatosis pulmonar y leiomiosarcontaruno. Plantearon que un cambio en la
sensibilidad hormonal podria estar relacionado &@onlinfangioleiomiomatosis y con el
leiomiosarcoma a través de los receptores de esto8gy de progesterona. Por el contrario no

hallaron ninguna relacién entre la linfangioleiomatosis pulmonar y la XC{°.

3.6.9. Correlacion genotipo-fenotipo

Los datos disponibles en la literatura reflejan uraa correlacion entre el genotipo y el
fenotipo en la XCT. Nagai y colaboradof€sn 1996 describieron unos hermanos trillizos con
XCT, con una misma mutacion y con un fenotipo iséntaracterizado por retraso mental,
alteracion de la marcha desde la infancia y xansoemala edad adulta. La misma mutacion ya
habia sido descrita con anterioridad en un pacieoteun fenotipo completamente diferente
(alteracién de la marcha a partir de los 30 afios, una inteligencia normal), por lo que los
autores proponian la participacién de un factoriosedbiental®.

En 1997, Verrips y colaboradof@gncontraron tres hermanos de los Paises Bajaadooes
de una misma mutacion, con diferentes presentaxi@metipicas. Describieron la existencia de
una variabilidad clinica a pesar de tratarse de misma mutaciéf. Tres afios mas tarde,
realizaron una revision de la literatura, en la gumieron un total de 54 casos, con 37 diferentes
mutaciones. Tampoco objetivaron ninguna correlaeidtne el fenotipo y el genotipo y también

propusieron la implicacién de factores ambientales
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También Bartholdi y colaboradoféshan recalcado la gran variabilidad fenotipica
intrafamiliar existente a pesar de la existencidademismas mutaciones. Por el contrario si
establecen una correlacion entre el grado de aféntael metabolismo de los acidos biliares y
el fenotipo clinico del pacierffe Para ello, plantean dos posibles hipétesis: tvamion
preferente de un alelo diferente en cada una dedosanos y las diferencias individuales en la
activacion de otras posibles vias que tambiéngpaeti en el acGmulo de colesterol y colestanol.

3.7. ESTUDIOS DIAGNOSTICOS COMPLEMENTARIOS
3.7.1. Determinaciones analiticas

» Colestanol y otros acidos y alcoholes biliares

La alteracion analitica mas caracteristica de lar XS la elevacion de los niveles de
colestanol en sangre. No obstante, el colestamdliéam puede elevarse en algunas enfermedades
hepaticas, por lo que se recomienda para el diigadde la XCT la determinacion de los
precursores de los acidos biliares y sus metabodto bilis, heces y orina (especialmente del
5B—colestan-8,7a,120,23,25-pentol, que se expresa en mg/mmol de crea}iffi Asi mismo,
la determinacién de la excrecion urinaria de altehdiliares (que se expresa en mg de
5B-colestan-&,7a,120,23,25-pentol/mmol de creatinina) también pueddiskpara evaluar la
efectividad terapéutica. En caso de buena respakstatamiento, se produce una disminucién
de esta excrecion urinatta

Pitt y colaboradoréd’ propusieron en el 2007 el afiadir la XCT y el gnt de Smith-
Lemli-Opitz (SSLO) al panel rutinario de deteccim errores innatos del metabolismo a través
del andlisis de orina. Los conjugados sulfato ycglanido pueden ser analizados mediante
espectrometria de masa con tandem de electrospgayivo, al ser moderadamente polares y al
contener grupos cargados negativamente. En la XCprincipal metabolito es el glucurénido
colestanpentol. El procedimiento requiere una peepdn de la muestra de orina muy sencilla,
tiene un tiempo de andlisis muy rapido y simplifisamucho el diagnéstico de XCT y de
SSLOY.

Los niveles de colestanol pueden ser normalessepddadores heterozigotos, pues persiste
suficiente actividad 27-hidroxilaSeEstos niveles no se relacionan con la mutaciésarse: los
niveles pueden ser diferentes a pesar de preserdanisma mutacion, por lo que se piensa que
otros factores deben estar implicdio§ambién pueden estar estos niveles algo elevados

(alrededor de 6, ig/ml) en los padres portadotes
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Siman-Tov y colaboradorE$ presentaron en el 2006 un caso de XCT en el que la
administracion de esteroides pudo enmascarar ghdsgico al reducir los niveles de colestanol.
Los autores plantearon como posibles causas unrdarde la actividad CYP27A1 y CYP3A4
producido por los corticoides (al afectarse proseasanscripcionales y postrancripcional&s)
Ademés, en la XCT existe una disminucién del AQDClaorina y en el plasi& El ratio
AQDC/acido colico es de 1/10. Los alcoholes bikase sus glucurénido conjugados estan
aumentados en la orina y en el plasmg3—¢(plestan-&,7a,12a,25-o0l, F-colestan-
30,70,120,23R,25-0l, B-colestan-&,7a,12a,24R, 25-0l}°.

Algunos autores recomiendan el analisis de orinpaientes con colestasis en busca de
patrones anomalos de acidos biliares o de alcolmlieses. La asociacion de una colestasis
severa, con una descenso de &cidos biliares ennla yp son una GGT sérica normal, deben

hacer pensar en un error innato del metabolismosigcidos biliare.

» Perfil lipidico

En los pacientes con XCT, el LDL-colesterol, el HBdlesterol y el colesterol total estan
disminuido$*®. La tasa de produccién (TP) y la tasa catabétmecfonal (TCF) de VLDL apoB
estan muy aumentadas y la TP y la TCF de LDL apstBnemoderadamente aumentadas. La
biosintesis de colesterol est4 disminuida, al dataeserva hepatica de AQDC disminuida. La
elevada secrecion de apoB es una respuesta al tudeela TP de colesterol. En algunos casos,
el metabolismo de los triglicéridos también estératid>°.

Ademas, existe una reduccion de la HDL (a un teteidto normal), de tamafio y morfologia
normales. Las funciones del HDL incluyen la modidlacie la captacion de LDL-colesterol y la
eliminacién del exceso de colesterol de los tejidesféricos. Esta reduccion del HDL puede
contribuir a la aterogénesis existente en estogm@s y al excesivo depoésito de esteroles en los
tejidos. Los ésteres de colesterol también esthnci@os, mientras que el colesterol libre y los
fosfolipidos son  normales. Los triglicéridos estdraumentados. El  ratio
apolipoproteinas/colesterol esta muy aumentadorgtiel ApoAl/Apoll levemente aumentado,
mientras que la proporcién de ApoC permanece disiott{.

En pacientes con XCT, las concentraciones de entdstuelen estar dentro del rango de la
normalidad, o por debajo del misfndPara la determinacién de colesterol en plasmée sue
emplearse el test enzimatico colorimétrico. Esst peiede detectar otros esteroles que no son
colesterol de una manera lineal, sin que existainteaferencia competitiva con el colesterol.

Esta reactividad cruzada puede interferir en ebridatico y en el tratamiento de algunas
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dislipemias que no afectan al colesterol, comadaterolemia o la XCT. Por otro lado mediante
este test no se pueden detectar cambios en la saiguode los lipidos plasmaticos tras
administrar una alimentacion rica en fitosteroMsghadasian y colaboradot&spropusieron el
empleo de meétodos alternativos para diferenciareenblesterol y esteroles que no sean
colesterol, como la cromatografia de gas, a laragpe desarrollar una reacciéon enzimatica mas
especifica.

En sujetos sanos, la relacion entre colestanolestayol es de aproximadamente 0,02. En los

pacientes con XCT, esta relacién puede estar aadehasta 30 vecés

» Excrecion urinaria de acido mevalonico como indicaor de sintesis de colesterol

La conversion de [B-hidroxi-33—metilglutarii coenzima A (HMG-CoA) en acido
mevalonico, regulada por la HMG-CoA reductasa gmeb limitante de la sintesis de colesterol.
Lindenthal y colaborador&$ investigaron en 1996 sobre la excrecién urinama atido
mevalonico como indicador de la sintesis de calelstélo existen diferencias en la tasa de
excrecion de acido mevaldnico entre voluntarios modipémicos y pacientes con
hipercolesterolemia. Por el contrario, si existeaumento (entre 1,6 y 1,9 veces mayor) de
excrecion urinaria diaria de acido mevaldnico es fmcientes con XCT. Esta diferencia
probablemente se deba a la reducciorfebacknhibitorio de la @i—hidroxilasa y por lo tanto
a la consiguiente inhibicion de la HMG-CoA reduatan el higado. Los alcoholes biliares
formados en este paciente no inhiben las enzinza® ae la sintesis de acidos biliares y de
colesterot*®,

La correlacién entre la excrecién urinaria de acitkvalonico y la sintesis de colesterol es
bastante constante, independientemente del segdayptesencia o no de hipercolesterolemia. A
la hora de la interpretacion de los resultadosyieme tener en cuenta que existe un leve
aumento de la excrecion de acido mevaldnico poothe con respecto al dia. La pravastatina
disminuye la excrecién de 24 horas de acido mei@prmientras que la colestiramina la
aumenta. El ratio &cido mevalonico/creatinina re@lo sobre muestras de orina de la mafiana
también proporciona datos valorables sobre las@tie colesterol (en lugar de en la orina de
24h). Tanto la simvastatina como la lovastatinandisiyen el ratio acido mevalonico/creatinina.
No se objetivaron grandes cambios en el ratio dasr@liferentes dosis de estatinas empleadas
(10, 20 y 40mg respectivamente). La cuantificadéracido mevalonico en orina es mas sencilla
que en suero. La determinacién de acido meval@scona medida independiente de la ingesta

de colesterdf?
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* Liquido cefalo-raquideo

El LCR suele tener una glucosa y unas células dean@ero en algunos pacientes se
objetiva un leve aumento de las proteinas. Tambiéacasiones se puede detectar colesterol y
colestanol en el LCR. La presién de apertura ssei@ormaf®.

Wakamatsu y colaboradof@®ncontraron en 1999 un aumento de los niveleoigstanol
en suero y un descenso del acido vanilmandélicoG# en 3 pacientes con XCT, valores que
mejoraron con la administracion de AQDC.

En 1987, Salen y cdf§ describieron un aumento de apolipoproteina B eiR Lld@ los
pacientes con XCT. Este hallazgo indica una diséupde la barrera hemato-encefalica (BHE).
Ademas, la presencia de colestanol en el sistemaose (tejido cerebral y LCR) también
sugiere una alteracion de la BHE, puesto que ncodéstanol ni la apolipoproteina son

sintetizados en el sistema nervioso.

* Metabolismo 6seo

En 8 pacientes con XCT, los niveles de calcio,diasfy fosfatasa alcalina en el plasma
fueron normales. La excrecion urinaria de calciddégforo estaba aumentada en 2 de los
pacientes. La hidroxiprolina urinaria y los metatos! de la vitamina D (1,25-(Op y 25-OH-
D) estaban en el rango de la normalidad. La alb@oricitestinal de radiocalcio y la densidad
total 6sea por el contrario estaban reducidas. €fagatamiento con AQDC los autores
objetivaron una leve mejoria de la densidad mingsah. Plantearon como posible hipotesis la
alteracion en la composicion y cantidad de acidbigrés como causa de una alteracion en el
transporte intestinal de calcio (una malabsorciércalcio). Para compensar la homeostasis, se

produciria una resorcién 6sea y como tal una ostesjs**.

3.7.2. Pruebas de imagen

» Tomografia computerizada

En la TC de 9 pacientes con XCT, Berginer y colabiore$*® encontraron una hipodensidad
difusa de la sustancia blanca tanto supra comatenrftorial, que relacionaron con una
infiltracion y una desmielinizacion secundaria. i de los pacientes objetivaron ademas una
hipodensidad focal a nivel del cerebelo. Dedujeyoe en la XCT existe una afectacion difusa,
ademdas de la afectacion focal a nivel de los henisf cerebelosos. También suele visualizarse
una atrofia cerebral y cerebelosa generaliZada
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» Resonancia magnética craneal y medular

El hallazgo més caracteristico en la RM craneadlodepacientes con XCT consiste en la
presencia de gliosis en los nicleos dentados, dedéaareas de licuefacctdh

Barkhof y colaboradoré$ realizaron una RM en 24 pacientes con XCT vy éstabon la
correlacion neuropatologica en dos de ellos. Qlgstn una afectacion de la sustancia blanca
periventricular, deylobus palliduslos pedunculos cerebrales, los nucleos dentéagsistancia
negra y las olivas inferior€s En la RM ponderada en, Tsuele visualizarse una hipointensidad
por el acumulo de esteroles (y no de acidos grasos)gue en ocasiones aparecen areas de
hiperintensidad por depésitos de hemosiderina, gfe@gi hemorragias y calcificaciolfesEsta
imagen se corresponde anatomo-patolégicamentercacimulo de células mononucleares con
citoplasma espumoso y células gigantes multinualeadn aumento del colestanol y formacion
de granulomd4® En la médula aparece un aumento de sefiabennivel de las columnas
laterales y dorsal&s

Los primeros signos radiolégicos que aparecen tnedermedad son los cambios de la
sustancia blanca por degeneraciéon axonal y quenmshente se producen cambios de sefal,
bilaterales y simétricos en, En el cerebelo, sustancia blanca periventricglanglios basales,
nacleos dentados y troncoencéfalo. En algunos csesosbjetivan también xantomas en los
plexos coroideos. Relacionaron la hiposefal queeapaen todas las secuencias con la necrosis
y el depdsito de calcio existefite

Lorincz y colaboradoré$ presentaron en el 2005 dos casos de XCT con agdatos
clinicos de atipicidad, como la presencia de ctdareongeénitas y de deterioro cognitivo desde
la infancia y una alteracion de la sustancia blaooafluyente en la RM, sugestivo de
leucodistrofid’.

Se ha propuesto la utilizacion de la RM craneah palorar la respuesta terapéutica. Para
ello, Cuende y colaboradoféSpresentaron un caso de XCT, con una RM pondemada que
mostraba una hipersefial de la sustancia blanceel parieto-occipital, cerebelo y en el borde
anterior y posterior del tallo medular cervicalorshl. Tras 42 meses de tratamiento con AQDC,
no objetivaron alteraciones en el cerebelo, nildroaco, aunque persistia la afectacion parieto-
occipital. En la RM de los tendones no objetivacambios tras el tratamierit@ Por el
contrario, Berginer y colaboradotgno objetivaron en 1994 ninguna mejoria radiolégiaa el
tratamiento con AQDC en 13 pacientes con X&TEn resumen, parece controvertida la utilidad
de la RM en el seguimiento de la respuesta termaéait AQDC en la XCT.
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» Espectroscopia

De Stefano y colaboradorféSrealizaron un estudio en el 2001 de los hallazgota RM
craneal y en la espectroscopia de 12 pacienteXCdn En la RM objetivaron una afectacion de
los nucleos dentados en la secuencia FLAIR, quaudtsres plantearon como un hallazgo muy
caracteristicb’. Para la realizacién de la espectroscopia, losresitrecogieron la sefial en la
zona central cerebelosa y por encima de los veliddaterales. En esta técnica, se mide la
colina (Cho), que es un marcador de la integridadadnembrana celular, el N-acetilaspartato
(NAA) que es un marcador de la integridad axondhatato (La) que se acumula en situaciones
patoldgicas y la creatina (Cr), que es resistehds aambios y por lo tanto se utiliza como valor
de referencia. En los pacientes con XCT encontrarorlescenso del ratio NAA/Cr, que se
relaciona con un dafio axonal y que se corrrelaciomala discapacidad medida a través de la
escala EDSS. El ratio La/Cr por el contrario estabmentado, debido a una afectacion del
metabolismo mitocondrial o a una infiltracion pos Imacréfagos. Este aumento era mayor en
los pacientes que no seguian ningun tratamientaalrRente el ratio Cho/Cr era normal,

probablemente porque el proceso de desmieliniza&sdantamente progresiva

» Resonancia magnética con transferencia magnética

Inglese y colaboradore% compararon la RM convencional y la RM con trarsfeia
magnética en 9 pacientes con XCT y en 10 contrBlas ello, crearon histogramas con la tasa
de transferencia magnética en el cerebro totalaesustancia blanca cerebral aparentemente
normal fiormal-appearing white matteNAWM), en la sustancia gris cerebral aparentement
normal (ormal-appearing grey matter NAGM), en la sustancia blanca cerebelosa
aparentemente normal y en la sustancia gris cesbelparentemente normal. Midieron la
discapacidad clinica a través de la escala EEB®anded Disability Status Scaldn los
pacientes con XCT la tasa media de transferencgnétiza y los picos de los histogramas del
cerebro total, de la NAWM cerebral y cerebelosadayNAGM cerebral y cerebelosa fue
significativamente menor que en los controles. A@emencontraron correlacion entre los
histogramas de la tasa de transferencia magnéticeedebro y de la sustancia blanca cerebral
aparentemente normal y la discapacidad medida media EDSS (r = 0,77, p<0,1). También
encontraron correlacion entre la puntuacion deesia funcional cerebeloso y los histogramas
de la sustancia blanca cerebelosa aparentememtain@r= 0,72, p<0,2). Por ello, propusieron
la utilizacion de la RM con transferencia magnétmara monitorizar la evolucion de la
enfermedad. Sugirieron que en la XCT se afectasuktancia blanca y la sustancia gris

aparentemente normales. Este dafio microestructoiisg visualiza en la RM convencional, pero
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si parece correlacionarse con el prondstico. Padti@rse a una degeneracién walleriana de las
fibras 0 a un acumulo de colestanol. Las princgpalentajas de la RM con transferencia
magnética son la sensibilidad hacia la desmielondray la pérdida axonal y neuronal. Ademas
permite obtener una imagen del dafio global detldegerebral sin sesgos y una valiosa

informacién sobre tejidos especificos y regioneg@nicas concreta®.

* Resonancia magnética de los tendones

En la RM, los ésteres de colesterol y el colestdr® no producen una sefial medible. Por el
contrario los triglicéridos producen una gran seRak ello, la RM de los xantomas tendinosos
muestra regiones focales de gran intensidad €(pdr depésito con elevado porcentaje de
triglicéridos)**. En las imagenes axiales en dpin ecoy en T, eco gradientelos xantomas
muestran un patron reticulado difuso. Las aredsajie sefial representan fasciculos de colageno
residual de los haces del tenddn (aparecen comacests redondas en el plano axial y como
trabeculaciones lineales en el plano sagital),stetel libre y ésteres de colesterol. Alrededor de
estas areas, se encuentran otras zonas de magasid®d entre fibras de colageno (que
corresponden a triglicéridos). Finalmente se vigaaln edema interfascicular en respuesta al
deposito de colesterol infiltrativo, que contribugyda apariencia reticulada. Estas areas son de
alta sefial en STIR,;leco gradientey T, spin ecoy captan contraste. La insercion del tendon, la
grasa peritendinosa y la estructura 6sea son nesiab se visualizan desgarros y los margenes
estan bien definidos. El resto de los tendonessusstar normalé¥’

En resumen, la RM de los tendones suele mostragtandamiento difuso de los tendones,
con areas de hipersefal (que corresponde a logdipiareas de isosefal (por areas de reaccion

inflamatoria) y areas de hiposefial (correspondiahtendén’?*3

» Ecografia

Algunos autores han sugerido la existencia endnddnes de areas ecogénicas con sombra
acustica en ausencia de calcificaciones demostrabie la TC como patognomonica de
infiltracién del tendén por cristales lipidica$

También se ha descrito la presencia de una hipgeaamdad en el nucleo dentado, por
detras del mesencéfalo en la ecografia transcrangaln aumento del grosor intima-media en

el doppler de troncos supra-adrtitosn los pacientes con XCT.
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3.7.3. Neurofisiologia

» Electroencefalografia

Existen pocos datos sobre los hallazgos del ekutefalograma (EEG) en la XCT, y éstos
parecen tener poco valor al ser inespecificosaci@harse mas bien con la clinica. Por ejemplo,
Meiner y colaboradore&® presentaron en 1994 dos hermanos marroquies coh @
presentaban una actividad desorganizada en el E&G,ondas theta y defifaVan Heijst y

colaboradores® en 1998 también encontraron estos hallazgos jeri@lgunas ondas agudas.

» Potenciales evocados

No se ha identificado ningun patron especificoosnplotenciales evocados, sino que éstos se
correlecionan con la clinica, estando alterados ploenciales evocados somato-sensoriales
(PESS) en los pacientes con afectacion medulapdtenciales evocados visuales (PEV) en los
pacientes con neuropatia éptica y los potencialesaglos auditivos (PEAT) en los pacientes
con afectacion del troncoencéfalo.

Tanto los PEV, como PEAT y los PESS en el nenalirealizados por Tokimura y
colaboradorées® a 7 pacientes con XCT estaban afectados. Los RE®Snervio mediano eran
normales. En los pacientes mas graves, las velbesdae conduccidbn motora y sensitiva
también estaban afectadas. Los autores estableciara correlacion entre el ratio
colestanol/colesterol y los resultados de los PEHAHSS en el nervio tibial y de las velocidades
de conduccién motor&S. Plantearon ante estos hallazgos una hipétesiénsky cual la
polineuropatia en la XCT podria deberse a unaapatia distal que afecta a los axones largos
antes que a los axones mas cortos (una axonopstdhagntral-periféricay®.

En 1992 se estudiaron los PESS y las conducciomésras centrales en 2 pacientes con
XCT. Los PESS en los miembros superiores (MMSSjofusnormales, mientras que en los
miembros inferiores (MMII) mostraban un retrasdaleespuesta cortical. La conducciéon motora
central (CMC) presentaba un leve retraso en los BM@8ientras que en los MMIl estaba
ausente. El retraso se producia tras la estimuamdtical, mientras que con la estimulacion
espinal no aparecia. Tras la administracion dehriieento con AQDC los pacientes se
mantuvieron estables desde el punto de vista olipiero tanto la latencia de los PESS en MMII
como los potenciales evocados motores tras la @simdn cortical mejoraron. Los autores
proponian el empleo de los PESS y de la CMC endaitorizacion de la evolucion de la
enfermedad, incluso en pacientes asintomdfitos

En un estudio de conduccién motora central y seagi¢alizado en tres pacientes con XCT,
las velocidades de conduccion periférica fueromades. Por el contrario tanto la conduccion
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motora central como la sensitiva estaban afecta@as probable relacibn con una
desmielinizacién del tracto corticoespinal y de ¢atumnas posteriores). Esta afectacion era

mayor en los MMII que en los MMSS (probablementegegeneracién axonal distah)

» Electroneurograma

Como se ha mencionado anteriormente, los resulta@odos electroneurogramas son
variables en cada paciente, habiéndose descrifiatndn tanto axonal en algunos casos, como
desmielinizante en otros. Por lo tanto, no exiskegin hallazgo caracteristico de esta
enfermedad en el electroneurograma.

Kuritzky y colaboradorés® publicaron en 1979 los resultados de los estudios
neurofisiolégicos realizados a cuatro pacientes X@1. Objetivaron una reduccién de las
velocidades de conduccion, tanto sensitiva commraot.a afectacion era mayor cuanto mayor
era la afectacion del SNC. Ademas, la afectacioh sigtema nervioso periférico era
relativamente tardia, por lo que no permitia efjaéstico precoz”.

En un estudio posterior realizado en tres paciaesuasXCT sin datos clinicos de neuropatia,
la electroneurografia mostraba una reduccion devédscidades de conduccion sensitivas y
motoras, pero sin bloqueos. La electromiografianostraba actividad espontanea, pero si una
disminucién de las fibras con el esfuerzo maxinomlot ello sugestivo de una neuropatia

desmielinizante primart&.

3.7.4. Estudio genético

Desde que en 1991se demostrara la localizaciéyeteCYP27Alen el cromosoma®?y
unos afios mas tarde se elucidara su estriceirestudio genético en la XCT ha ido cobrando
un protagonismo cada vez mayor para su diagndsaote a la determinacion de los niveles de
colestanol en suero.

Desde el punto de vista del paciente en ambos caspsere un adecuado enfoque
diagndstico y una extraccion sanguinea. En el dakestudio genético, se analiza directamente
la causa primaria de esta enfermedad. Para ellsyede secuenciar el gen por exones o por
grupos de exones (2, 3, 4-5, 6-7, 8 y 9). Es dgwe con unas 6 PCR se puede llegar al
diagndstico. Por lo tanto el estudio genético sonely complicado y determina directamente la
causa primaria de la enfermedad.

En el caso de la determinacion de los niveles tkestamol, como se vera mas adelante en el
apratado de diagnostico diferencial, éstos puedtar elevados en algunas otras efermedades,

como en la fitesterolemia, el hipotiroidismo, lgdrlipoproteinemia familiar tipo lla y en
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algunas enfermedades hepaticas. Ademas, se héa&sexistencia de niveles moderadamente
elevados de colestanol en pacientes portadorembigietos de mutaciones de la X€TPor lo
tanto, prueba no siempre permite el diagnosticmigb.

Ante estos resultados, algunos autores han prapleestilizacion del estudio genético para
el diagndstico precoz de la XCT, especialmentedagiones en las que la frecuencia es muy
elevada, como sucede en los judios sefardies denomarroqdi Ademas, en paises como
Taiwan, o Brasil, en los que no se realizan detemoiones de colestanol, el estudio genético

también esta siendo utilizado comald standarcbara este diagnéstito'2

3.7.5. Medicina nuclear

Con respecto al SPECT, no se ha descrito ningindrpae hipoperfusion especifico de la
XCT. Por ejemplo, Guyant-Marechal y colaborad8resesentaron en el 2005 un caso de XCT
gue se presentd como una demencia fronto-temporaheaciente de 53 afios, con xantomas,
pero sin cataratas y sin afectacion de los nudeotados en la RM craneal en el que objetivaron
una intensa hipoperfusién cerebefds®or el contrario, en el SPECT realizado a uneuei
con XCT que presentaba retraso mental, ataxia ey epilepsia, otros autores hallaron una
hipoperfusién tempordl

En relacion con el PET, tampoco se ha descritoimif@allazgo caracteristico de la XCT. En
un caso de XCT que curso con hemiparkinsonismacerpublicado en 1996, la RM mostraba
una alteracion en los nucleos dentados. Se realiz®ET con 6-fluorodopa, en el que se
objetivé una menor captacion en los ganglios basalepecialmente en la regién posterodorsal
del putamen izquierdo. Asi mismo, se completd eldés con un PET con N-metil-S-piperona,
que mostraba una captacion normal. Todo ello sagaria afectacion de las neuronas
dopaminérgicas presinapticas. La clinica no megmé la administracion de L-dopa. Por el
contrario segun los autores si respondio al traatmicon AQDC, pravastatina y LDL-aféresis,
asi como con la difenilpiralina, lo que sugiere g@u@arkinsonismo en ese caso se debiera a la
XCT. Los autores sugerian por lo tanto el uso d€ pd&ta completar el estudio de pacientes con
XCT y parkinsonismt®

3.8. ANATOMIA PATOLOGICA

3.8.1. Anatomia patolégica de las biopsias
» Anatomia patoldgica de los tendones

Los tendones de los pacientes con hipercolesteml@ontienen areas normales (con

infiltracion difusa de células espumosas, alterad@§tructural de las fibras de colageno e
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inflamacién crénica focal) y areas con xantomas ltfplés nodulos de células espumosas,
linfocitos, neutréfilos y células gigantes multiteadas)'. Los xantomas se localizan en tendén
aquileo, tuberosidad tibial, tendones de los ertexssde los dedos y triceps. Estan formados por
linfocitos, histiocitos y neutrdfilos en la faseepoz, células espumosas en la fase intermedia y
colageno y cristales de colesterol en la fase addfZ.

La biopsia del tendén muestra una infiltracion dlteata grasa del tendon desde el punto de
vista macroscopico. En la microscopia Optica sealiga una infiltracion por macrofagos
espumosos con placas lipidicas, células gigantdgpdeTourton, células gigantes tipo cuerpo

extrafio, linfocitos, cristales de lipidos y areaditrosig®%149:153

* Anatomia patoldgica de los nervios

Son pocas las publicaciones que describen loszlyabade las biopsias de nervio en
pacientes con XCT. Argov y colaboraddfépresentaron en 1986 tres casos de XCT en los que
se objetivd la existencia de una neuroptia desmuelte primaria en las pruebas
complementarias, aunque clinicamente no presentidtas de neuropatia. La biopsia de nervio
sural mostré una pérdida de fibras de mielina, @apeente de las largas, una marcada
proliferacion de la células de Schwann, la formaai@ bulbos de cebolla y la existencia de
segmentos de desmielinizacion y de remielinizdéforCuende y colaboradordd también

visualizaron en 1996 una desmielinizacion segmengar la biopsia de nervio sural.

» Anatomia patoldgica de los musculos

También son escasas las publicaciones que mencanestudio anatomo-patolégicos de
musculo en la XCT. Federico y colaboraddtesn 1991 presentaron los resultados de la biopsia
muscular de ocho pacientes con XCT. En la micrdscoptica los principales hallazgos eran un
aumento en la variabilidad del tamafio de las fibfaspresencia de fibras atréficas y el
engrosamiento fucsinofilico periférico en bastarfif@ss. La microscopia electronica ponia en
evidencia grandes agregados mitocondriales en demrresubsarcolémica y también en las
miofibrillas y alteraciones morfolégicas de lasauiindrias (irregulares y de mayor tamafio). En
dos pacientes se visualizaron inclusiones paratinas tipicas. También se encontraron gotas de
lipidos neutros y de lipofucsina y pérdida focahdiefibrillas con interrupcién Z del dist®.

En 1995 se publico un caso de XCT con evidenciaddéuncion mitocondrial. La
microscopia optica mostraba un engrosamiento fafiboo en varias fibras y un aumento del
contenido de lipidos neutros. En la microscopiatalaica se objetivaban agregados de
mitocondrias y un aumento de lipidos neutros ered@n subsarcolémica. En las mitocondrias
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musculares, la actividad enzimatica de la cadespiregoria estaba reducida, excepto la citrato
sintetasa. Tras la administracion de AQDC, la el@érade acido lactico y pirdvico mejoraron en
el suero y en el LCR. Los autores proponian queckrmbios mitocondriales podian ser
secundarios al efecto toxico del colestanol y/todelcoholes biliares por un mecanismo directo
sobre la actividad enziméatica de la cadena regpigaly por una afectacion estructural de la
membrana mitocondrial. Finalmente recomendabarr fmeeaucion en el uso de inhibidores de
la HMG-CoA reductasa, al tener estos un efectoctdgbbre le metabolismo mitocondrial (por

deplecién de la coenzima Q1%)

* Anatomia patologica del higado

Von Bahr y colaboradorgpresentaron en el 2005 un caso de XCT con coiestasla
infancia, que fallecié a los cuatro meses. El pdei¢enia ademas una infeccion por CMV que
también puede ser causa de una enfermedad hepatieen. En el estudio anatomo-patologico
de higado, la presencia de células gigantes essmdmieno tipico en la colestasis infantil
intrahepatica, aunque el nimero elevado de nugeonsepatocitos sugiere un error innato del
metabolismo. La ausencia de agregados linfocitayida presencia de proliferacion de los
conductos biliares hablan en contra de la infecgon CMV como causa de la enfermedad
hepatica. Finalmente la rapida progresion del auadpesar de la adecuada erradicacion del

CMV también sugiere un defecto metabdlico printrio

3.8.2. Estudio necroépsico

Tan solo hemos encontrado cinco articulos en éalira que desarrollen la anatomia
patolégica postmortem de la XCT. Soffer y colaborad® publicaron en 1995 la primera
necropsia en este tipo de paciente. Se tratabaa@aciente con un cuadro de piramidalismo,
afectacion cerebelosa, disfagia, nistagmo y atgixéafallecié a los 37 afios de edad. La paciente
habia sido intervenida de cataratas a los 30 ai@slad y presentaba xantomas aquileos. En el
examen macroscopico se objetivaba una atrofia @rdbusa, de predominio cerebeloso, con
un peso cerebral de 900g. A nivel de los plexosideps de los ventriculos laterales y en los
hemisferios cerebelosos se objetivaban unos degdaiarillentos. Desde el punto de vista
microscopico, se evidenciaban macrofagos espumasissales lipidicos y areas de gliosis
perivasculares a nivel de talamo, hipotalamo, agemmamilares, cuerpos estriados, nucleos
caudados y claustro. A nivel del nervio 6pticoha#té ademas una pérdida de fibras nerviosas.
En el cerebelo y en los tractos corticoespinatesubktancia blanca estaba remplazada por tejido

atréfico, cristales lipidicos, tejido fibroso densoélulas gigantes multinuclead's
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Estas mismas observaciones anatomo-patoldgicasnfusgscritas en el caso de muerte
subita publicado en el 2000 por Sperhake y colamoes®. En este caso se encontré ademas un
cerebro edematoso, con herniacion temporal y armgdaen probable relacion con la
hipertermia maligna que el paciente sufridé y quenserpreté como causa de su fallecimiento.
Esta hipertermia a su vez se relacion6 con unadleoiotoxicosis por hipertiroidismo o con un
edema perilesional en los centros termorreguladieksipotalam®’.

En el examen macroscopico realizado en otro casélemania, los autores objetivaron a
nivel extracraneal un engrosamiento de la aort@ralemte y de la grasa pericardica y la
presencia de nédulos amarillentos en los pulmofasvel microscépico cerebral, ademas de
los hallazgos ya descritos, mediante microscoetréinica visualizaron la existencia gkgpsy
vacuolas de colesterol a nivel intra y extracelyl#a pérdida de fibras mielinicas. En las fibras
conservadas, no se vieron signos de dafio axordg, asmielinizacidf.

Barkhof y colaboradoré$ realizaron en el 2000 un estudio radiolégico 4rp&cientes con
XCT, y compararon los hallazgos radiolégicos coneslltado de la autopsia practicada en dos
de los pacientes. Desde el punto de vista patapd¢genbién objetivaron areas de rarefaccion
con pérdida neuronal, desmielinizacion, fibros@raitosis reactiva y abundantes macréfagos
con citoplasma espumoso, especialmente alrededoldoslevasos. Estas éareas parecian
corresponder con una afectacion de la sustanciacdlgeriventricular,globus pallidus
pedunculos cerebrales, nacleos dentados, sustaegia y olivas inferiores que se visualizaba
de manera simétrica en la RM craneal.

Desde un punto de vista patogénico, Soffer y cotatmes® observaron que las lesiones se
caracterizaban por una pérdida de fibras mielinicas un acumulo de productos lipidicos (en
forma de macréfagos espumosos y cristales lipiflicps con gliosis. Al no hallar
microscopicamente desmielinizacion y al encontrer wltraestructura normal de la mielina, con
una degeneracion axonal (con esferoides axonal&®meD Yy tractos espinales), propusieron la
axonopatia distal central-periférica como princip@canismo patogénico del dafio del SNC.
Este dafio axonal a su vez se produciria por el @ociche metabolitos neurotoxicos en el
cerebrd®. Por el contrario Isenhardt y colaboraddteen el 2005 demostraron una pérdida
axonal (visualizada a través de la tincion inmustmigjuimica de neurofilamentos) y un dafio de
la mielina (objetivada mediante la tincién chuxol fast blug¢ y por ello propusieron que el
mecanismo patogénico de la XCT se basa en unaeif@cttanto axonal, como de las fibras de
mielina. Para ello, argumentaban ademas que eilCTa $€ produce una afectacion metabdlica
de los esteroles y que éstos estan presentesatauel de la mielina, como a nivel de la célula

nerviosa, y que por lo tanto es légico que ambinedectadds
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Finalmente en el 2003, Kato y colaborad6reescribieron una necropsia en un paciente
con XCT y con un adenocarcinoma de vesicula biéeraficiado y plantearon una posible
relacion entre carcinogénesis y ausencidegebackdel colesterol (por un lado los adenomas
absorben mas colesterol de los acidos biliaresbepitelio normal y por otro lado, el colesterol
podria estimular su transformacion). Concluyerorohstante que no se ha descrito una mayor
incidencia de neoplasias entre los pacientes cof' XC

En la tabla 2 se resumen los hallazgos anatomadggatos descritos en estos cinco articulos.
Como caracteristicas generales, se puede decisgjtiata de una enfermedad con afectacion
difusa de la sustancia blanca, aunque con unaaafént preferente de algunas zonas, que
incluyen el tronco, la médula espinal,gibbus pallidusy la via optica, por acumulo a dicho
nivel de lipidos, gliosis y esferoides axonalesi wgsmo, se caracteriza por la formacion de

xantomas en ambos hemisferios cerebef6$5%
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[Mutacion Joexc

[Sntomas neuroldgico

natomia patologice

[Referencic

Edad
inicio
Edad Descripcion Hatgos
i macroscopica migEAPICcoS Localizacior
Retraso psicomotor, alteracior PC 900 ¢ Macrofagos cargados de lipidi rEalamo hipotalamo, cuerpos mamilares, cuerpo ado, nucleF'Soff?g y
neuropsiquiatricas, sintomas astrogliosis, células espumosas, cristfdasdado, claustrum nervios opticos, tronco, cerebelo méfcols®
cerebelosos Atrofia cerebelosa promine idicos espinal
Tejido amarillento en plex
coroideos y cerebelo Tejido fibroso, células gigantes Cerebelo
multinucleada
[F73975 [Sintomas piramidales y cerebelofPC 1255 ¢ |Pérdida neuronal y astrocitosis reac INGCleo dentado, corteza cerebelosglobus  palidus, ollvaslBarEﬁ f \
deterioro cognitivo inferiores, sustancia negra cols*
Lesiones simétricas
prominentes en ndcleo IDesmieIinizacic')n, macrofagos Sustancia blanca de ambos hemisferios cerebelg@smijnculg
dentado y sustancia blanca fespumosos, cristales lipidicos, fibrosifcerebrales, nuacleos dentados, hemisferios cerafselogacto
cerebelosa, mesencéfalo, Opticos, cépsula interna, protuberancia
globus pallldu y capsula
interna Materialmielina-likeperivascular Nucleo dentado, corteza cerebe
Deposito de hemosiderina 'y Nucleo dentdo, corteza cerebelosa
calcificacione
Paraparesia espastica progre PC 1220 ¢ Barkhot
cols:.
p.R270X> [M/42/5ZDisartria y ataxi Plexo coroideo engrosado cfDesmielinizacion y macrofage |Sustancia blanca cerebelosa, tractos piramidaeaiyic Sperhake
c.1184+1G multiples depdsitos espumosos en espacidsft-likey cols®
—A amarillento quistico:
D.G122C [M/45/57 [Deterioro cognitivo y de la marc  |PC 1230 ¢ Desmielinzacion y macroragjoustancia blanca del cerebro, especiaimente emdalaipotalamqKato y
Tejido blando amarillento e espumosos en espaciosleft-like yjndcleo caudado y cerebelo. cols’*
la sustancia blanca cerebralfquisticos
Cerebelo amarillento con
hemorragias antiguas Citoarquitectura conservada, sin pér{Corteza cerebral
neuronal
Cristales lipidicos, fibros Corteza cerebral, arterias cerebr
[M73274% [Deterioro cognitivo, sintome [PC 1260 ¢ Células espumosas, desmieliniza  [Sustancia blanca subcortical, astas de Amigyrus Isenh%rdt
cerebelosos, tetraespasticidad y [Color amarillento eglobus parahipocampali, nicleo caudado, putamen, capsula interna, cols®
atrofia papllar pallidus, cruz cerebro cerebelo, cruz cerebrmedulla oblongatey médula espinal
sustancia blanca cerebelosg
Cristales Sustancia blanca cerebelosa
|Pérdida neuronal y gliosis reaci Cerebelo, tronco, médula esp

PC:peso cerebral
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3.9. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

» En relacion con la clinica

Desde el punto de vista clinico, las principaleficultades vienen dadas por la
importante heterogeneidad clinica de la enfermegady el frecuente desconocimiento
de la misma, dada su baja frecuencia. Dado qumriaaf de presentacion mas frecuente
es la ataxia y el piramidalismo, los principalesgtiosticos diferenciales que se pueden
plantear son la ataxia de Friedreich, la ataxiada@ficit de vitamina E, el sindrome de
Marinesco-Sjogren y la paraparesia espastica familiambién deben descartarse las
causas toxicas e infecciosas.

La ataxia de Friedreich es la ataxia hereditara aparicibon mas precoz,
generalmente en la primera o segunda década dddaaunque se han descrito casos
de aparicion mas tardia (generalmente suele aparg&seprecozmente que la XCT). Se
produce por una expansion del triplete GAA en gbm1 del gen X25 (el rango normal
de repeticiones suele ser de 8-23, produciéndosnfiermedad entre 150 y 1700
repeticiones). Suele asociar arreflexia e hipopedés en miembros inferiores. También
puede cursar con pie cavo, escoliosis y miocarti@gapertrofica. El tratamiento es
puramente sintomatico.

La ataxia por déficit de vitamina E puede debersa asindrome de malabsorcion o
a una mutacion en el gen que codifica para la jpratde transferencia dettocoferol
localizado en 8g13. Clinicamente puede ser indjstbie de la ataxia de Friedreich. El
tratamiento con vitamina E puede prevenir la preigrede la enfermedad.

El sindrome de Marinesco-Sjégren es una enfermeaatdsomica recesiva
caracterizada por la triada: ataxia cerebelosaratas congénitas y retraso meital
Dado que tan soélo un tercio de los pacientes com E@sentan xantomas tendinosos,
Siebner y colaborador&s plantearon en 1996 la conveniencia de incluir Géen el
diagnéstico diferencial del sindrome de Marinesgm®n.

Con respecto a la paraparesia espastica famiidrata de un grupo heterogéneo de
enfermedades que se caracterizan por la aparieidmd marcha espastica lentamente
progresiva, cuya gravedad es muy variable. Algupasientes asocian sintomas
miccionales o disminucion de la sensibilidad vibrat en los miembros inferiores. La
edad de presentacion puede ser precoz, o tardi@anpona de los 35 afios. Aunque la
mayoria de los casos tienen una herencia dominexigten algunas formas de herencia

recesiva (formas con las que se plantearia el dsiigo diferencial de la XCT).
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Ademas, algunos casos asocian otros sintomas cetnasa mental, amiotrofia,

degeneracion pigmentaria de la retina, atrofiacéptsintomas extrapiramidales, ataxia
cerebelosa, neuropatia periférica o lesiones casaig diagndstico suele ser clinico. Se
han identificado algunas variedades, aunque elnd&go molecular aun esta por

elucidar. El tratamiento es puramente sintomatico.

* En relacién con los xantomas

Enfermedades caracterizadas por un contenigdcamulo de esteroles anémalos en lipoproteinds de
una estructura de lipoproteinas alterada baja densidad:

-XCT

-Sitosterolemia

Déficit de lipoproteinas de alta densidad
-Xantomas difusos planos

-Xantomas de mucosa bucal y planos
Disbetalipoproteinemia normocolesterolémica:
-Tuberosis

-Xantelasmas

Hiperbetalipoproteinemia:

-Xantomas tendinosos

-Xantelasmas

Enfermedades asociadas a anticuerpos frente [aMisloma mdltiple

componentes de las lipoproteinas -Otras paraproteinemias
Enfermedades sin alteraciones demostrables deEldermedades linfoproliferativas:
lipoproteinas -Mieloma mudiltiple

-Crioglobulinemia
-Macroglobulinemia de Waldenstrom
-Leucemia

-Linfoma

Xantomatosis precedida de alteraciones tisulares
locales:

-Xantomas eruptivos normolipémicos
-Xantelasmas y xantomas planares (tras
eritrodermia)
-Xantomas verruciformes (en areas de epidermolisis
bullosa distréfica)

Otros:

-Xantomas tuberosos y tendinosos hereditarios
-Xantomas tuberosos y tendinosos normolipémicos
-Xantomatosis subcutanea normolipémica

Tabla 3.- Diagnostico diferencial de xantomatos@molipémicas (niveles normales de colesterol y
triglicéridos en plasma) (segun Bel y c&1y.

Los xantomas tendinosos son frecuentes en algipms de hiperlipoproteinemias
familiares, como el tipo I8°. En los pacientes normolipémicos, algunas posibles
etiologias de xantomas son: aumento de la absord@énesteroles vegetales,
paraproteinemias, alteraciones de la apolipoprat&naumento de la produccion de
apolipoproteina B y XC¥° En estos casos, la presencia de niveles norndgles
colesterol y de sitosterol permiten diferenciaiXlaT de otras enfermedades como la

hipercolesterolemia familiar y la sitosterolemia &usencia de afectacion neuroldgica
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también es un factor determinante en su difereidciacEn la tabla 3 figuran las

principales entidades a tener en cuenta en el d&tign diferencial de xantomatosis

normolipémica¥®”.

La asociacion de xantomas tendinosos y arteriamiter estd presente en:

hipercolesterolemia familiar (hiperlipoproteinemite tipo lla), sitosterolemia con

xantomatosis (fitosterolemia) y X¢T La fitosterolemia es una enfermedad de depésito

de esteroles en la que se acumulan esteroles lesgyatampesterol y sitosterol) en el

plasma, la membrana eritrocitaria y los xantomas. iveles de colesterol suelen estar

normales o levemente aumentados. La absorciorimdbdge esteroles vegetales suele

estar aumentada y el aclaramiento de sitosterelgotesterol del plasma disminuido, lo

que lleva a un aumento de los esteroles veget@léicamente cursa en forma de

xantomas, artritis o artralgias y arteriosclergsematura, sin afectacion neurolédfta

En relacién con los niveles elevados de colestanol

Enfermedad Defecto Alteracion Pruebas Manifestaciones Diagnostico Tratamiento
molecular metabdlica complementarias | clinicas diferencial
XCT Mutaciones en | Disminucién del Aumento de niveles Diarrea cronica en | Sintomas AQDC
27-hidroxilasa |la formacion de| de colestanol en | infancia, cataratas, | neurolégicos
acidos biliares, | plasma; colesterol | baja inteligencia, | progresivos,
produccién en plasma normal q deterioro cognitivo, | diarrea cronica,
excesiva y bajo afectacion cataratas,
actimulo de cerebelosa xantomas
colestanol xantomas tendinosos
tendinosos,
arteriosclerosis.
Hipercolestero4 Alteracion en la | Disminucion | Aumento de LDL | Cardiopatia No sintomas | Varias
lemia familiar |actividad del del en plasma isquémica; neurolégicos, nj estrategias
receptor de LDL | aclaramiento de xantomas diarrea para disminuir
apolipoproteing tendinosos el colesterol
B y acimmulo
en los tejidos
Sitosterolemia | Mutaciones en | Mayor Aumento Xantomas No sintomas | Dieta pobre ef
ABCG5y absorcién y |importante de tendinosos y neurolégicos, nj esteroles
ABCGS8 menor niveles de fitosterol} tuberosos; diarrea vegetales y/o
excrecion de | colesterol en plasmgarteriosclerosis by-pass ileal
esteroles normal o levementeg acelerada; purpura
vegetales aumentado trombocitopénica

s

Tabla 4.- Diagndstico diferencial entre XCT, hig#esterolemia familiar y sitosterolemia (Moghadasia
y cols®).

Los niveles de colestanol también pueden estanéteven enfermedades hepaticas

(como la cirrosis biliar primaria o la colestasign la fitosterolemia, en el

hipotiroidismo y en la hiperlipoproteinemia familigpo Ila *°. Para su diferenciacion

puede ser util la cromatografia por gas capilaaldeholes biliares urinarios, como el
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5B—colestan-8,7a,12a,23,25-pentd’’. Por otro lado, tan sélo en la XCT asocia un
aumento del ratio colestanol/colestéfdl

La tabla 4 sintetiza las principales diferenciasreeriXCT, hipercolesterolemia
familiar y sitosterolemi®’. En los pacientes con XCT, las concentraciones de
colestanol, latosterol, campesterol y sitostertdreaumentadas en la bilis y en el suero.
Por el contrario en la fitosterolemia, estan elegalds concentraciones de colestanol,
campesterol y sitosterol (pero no de latosterol) ekrsuero, la membrana de los
eritrocitos, la bilis y los xantomas, siendo lavalgon de esteroles vegetales mas
marcada que en la X&T

Se ha descrito la existencia de niveles moderadanedavados de colestanol en
pacientes portadores heterocigotos de mutacionds HET. Por ello, varios autores
han recomendado el estudio genético como baseaadglastico (en lugar de los niveles

de colestanof)"”.

* Enrelacion con los hallazgos de la RM

La afectacion de la sustancia blanca periventnicuéd globus pallidus los
pedunculos cerebrales, los nucleos dentados, tarsies negra y las olivas inferiores
que se suele observar en la XCT, también puedee@aren la enfermedad de
Erdheim-Chester, en la adrenomielinoneuropatia,laetistiocitosis de células de
Langerhans y en la enfermedad de Reféum

Por otro lado, ante el engrosamiento de un tendda M, deben plantearse en el
diagnostico diferencial las siguientes entidadessdinopatia traumatica o degenerativa
(el patron suele ser no uniforme, heterogéneo, regiones geograficas de sefal
intermedia en 7), el desgarro parcial de un tendon (suele presesjgones geograficas
de alta sefial, lineales, discontinuidad focal ynemleen el triAngulo graso de Kager),
infeccidn y neoplasia (éstas suelen infiltrar lasgr peritendinosa, y presentar areas mas
amplias de sefial en STIR y e

* Enrelacion con el antecedente de hepatitis neonata
En el diagndstico diferencial de otras enfermedaples pueden producir hepatitis
neonatal y afectaciéon en la edad adulta deberiaiise la enfermedad de Niemann-

Pick de tipo C y la deficiencia demetil-acil CoA racemosa
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3.10. TRATAMIENTO
3.10.1.Acido quenodeoxicolico (AQDC)

* Generalidades

Asumiendo que los niveles elevados de colestanolusop elemento clave en la
etiopatogenia de la XCT, se han estudiado difesetmtgamientos para normalizar los
niveles de colestanol en estos pacientes. El nmafib®so por el momento es el acido
guenodeoxicdlico (AQDC) que suprime la sintesiscdiesterol, colestanol, alcoholes
biliares y acidos biliaré&®. Esta comercializado bajo el nombre de Quenobilan®
forma de comprimidos de 250 mg. Se suele admamist dosis de 750 mg al dia (es
decir 1 comprimido cada 8h). EIl AQDC puede ser tapaico a altas concentraciones,
por lo que es conveniente administrarlo con praéauespecialmente en pacientes con

colestasi¥’.

» Efecto sobre los valores analiticos

Batta y colaboradoré® estudiaron en 1985 el efecto del AQDC sobre lodoac
biliares y los alcoholes biliares en la bilis ylarorina de 5 pacientes con XCT. Antes
del tratamiento el principal acido biliar era eidd célico (49%) y el principal alcohol
biliar era el P-colestan-8&,7a,12a,25-tetrol (27%) hallados en la bilis. Por el
contrario, en la orina el principal alcohol biliara el B—colestan-8,7a,12a,23¢,25-
pentol y el Unico &cido biliar aislado fue el Acitarcélicd®®. Tras recibir durante un
mes tratamiento con AQDC a dosis de 750 mg alld&principales acidos biliares
aislados en la bilis fueron el AQDC (71%) y el &ciudsodeoxicolico (21%). Se produjo
una importante reduccién del acido célico (al 3%)ley P—colestan-&,7a,12a,25-
tetrol (al 3%). La excrecién urinaria dB-olestanpentol se redujo considerablemente.
Los autores dedujeron que el AQDC suprimia la sistdiepatica de alcoholes
biliares®. Dos afios mas tarde, los mismos autores estudmmmesencia de alcoholes
biliares glucurénidos en el plasma de los pacieotes XCT. Tras la instauracion del
tratamiento con AQDC, objetivaron un descenso sralooholes biliares glucurénidos
en el plasma, la orina y la bilis, por lo que pipton la determinacién de alcoholes
biliares glucurénidos en plasma para la evaluag#®ta respuesta al AQBT

Unos afios mas tarde, otros autores estudiaroreeoedel tratamiento con AQDC
sobre las lipoproteinas. En los pacientes con XCIDL-colesterol, el HDL-colesterol
y el colesterol total estan disminuidos. La tasapaeluccion (TP) y la tasa catabdlica
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fraccional (TCF) de VLDL apoB estan muy aumentadis TP y la TCF de LDL apoB
estan moderadamente aumentadas. Tras un mesaieiérto con 750 mg con AQDC,
el colesterol aumentd y la TP y la TCF de VLDL apo@&e LDL apoB se normalizaron.
Tras 6 meses de tratamiento con 750 mg de AQD®@tferpaciente) la cinética de las
lipoproteinas se normalizaron. En algunos casospaetbbolismo de los triglicéridos
también estaba alterado. El tratamiento con AQD@bién disminuyo la sintesis de
triglicéridos .

En resumen, el tratamiento con AQDC si permite adinar los niveles de

colestanol y la cinética de las lipoproteinas.

» [Efecto sobre los estudios neurofisiolégicos

No existe ningun consenso sobre el papel de lasbpsuneurofisiol6gicas en la
monitorizacion de la respuesta terapéutica, auragenos autores si mencionan su
utilidad con dicho fin. Restuccia y colaboraddtépresentaron en 1992 los resultados
de los potenciales evocados somato-sensorialesS)P¥3as conducciones motoras
centrales (CMC) en 2 pacientes con XCT antes yudessple la administracion del
AQDC. Tras el tratamiento, los pacientes se maatawi estables desde el punto de
vista clinico, pero tanto la latencia de los PES83$n&mbros inferiores como las CMC
mejoraron. Los autores propusieron el empleo deFBSS y de la CMC en la
monitorizacién de la evolucién de la enfermedadiuiso en pacientes asintomatitds
Federico y colaborador€8 también objetivaron una estabilizacién clinica Bn
pacientes con XCT que recibieron AQDC durante ldsafjue se correlacionaba con
una mejoria de los potenciales evocadoes visu#é&d/)( de la CMC y de las
velocidades de conduccién. Finalmente, MondellolalsoradoreS® también hallaron
una mejoria de los niveles de colestanol, una rzefle las velocidades de conduccidn,
de los PEV, PESS (principalmente en MMSS) y PEAdeyla CMC en 10 pacientes
con XCT que recibieron AQDC durante 2 semanas.ePoontrario, dos hermanas de
los pacientes que nunca emplearon AQDC presentamodeterioro clinico, de los
PESS en MMSS y de los PEAT.

» Efecto sobre las imagenes de radiologia
Los resultados en la literatura sobre la evolucgiiologica en los pacientes con

XCT son contradictorios, puesto que algunos autaiesnencionan una mejoria
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radioldgica tras la instauracion del tratamientaentrtas que otros niegan que las
lesiones radiolégicas puedan ser reversibles.

Berginer y colaborador&® estudiaron en 1994 los hallazgos radiolégicosniazs
en 13 pacientes con XCT. Tras la instauracion d¢hrmiento con AQDC objetivaron
una mejoria clinica y analitica, pero los hallazgmiol4gicos no se modificartii.

Por el contrario, dos afios méas tarde, Cuende ybaadore¥™ propusieron la
utilizacién de la RM craneal para valorar la respaiderapéutica, apoyandose en un
caso de XCT con una RM ponderada emde mostraba una hipersefial de la sustancia
blanca a nivel parieto-occipital, cerebeloso y @ndb anterior y posterior del tallo
medular cervical y dorsal. Tras 42 meses de traatmicon AQDC, no se objetivaron
alteraciones en el cerebelo, ni en el tronco, aanggrsistia la afectacion parieto-
occipital. En la RM de los tendones por el contrano se objetivaron cambios tras el

tratamientd™,

» Efecto sobre los xantomas

Tras la administracion de AQDC durante 5 afios pagiente con XCT, Brodsky y
colaboradores® describieron que los xantomas aquileos se hitiends blandos,
aunque no disminuyeron de tamafio. Kinoshita y cokdore¥ estudiaron en el 2004
la susceptibilidad del LDL a la modificacion oxinat en la formacion de xantomas. El
AQDC se une especificamente al LDL y permite dignnita susceptibilidad oxidativa
del LDL, previniendo asi el depoésito de ésteresalesterol. Ademas, el AQDC actla
como antioxidante. Su déficit en la XCT produce oraabsorcion de grasas. A pesar
de ello, la vitamina E (que es liposoluble) se hantanido normal, y a pesar de ser
normal, al administrarse en pacientes con XCT, radp susceptibilidad oxidativa del
LDL*% El AQDC activa la CETP cholesteryl ester transfer prot§inUna baja
actividad de esta proteina induce arterioscleragssar de un nivel elevado de HDL-
colesterol. Esta actividad tan sélo se limita aiggages con XCT, baja actividad de
CETP y alto nivel de HDL-colesterdl Tres meses tras la suspensién del AQDC, este
efecto permanece. En resumen los autores dedujemel AQDC podria permitir una
reduccion de los xantomas a través de estos doanmssws. La administracion de

vitamina E permitiria ademéas mejorar la suscejuinil oxidativa®
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» Efecto sobre la clinica neurolégica

Las publicaciones sobre la evolucion clinica deX@T tras la intauracion del
tratamiento con AQDC son contradictorias, pueste glgunos autores describen una
mejoria clinica tras el mismo, otros solo reconamemstabilizacion y finalmente otros
mencionan un deterioro a pesar de dicho tratami&itparece que hay un consenso
sobre la conveniencia de un diagnéstico y de dartignto precoces.

Tras el tratamiento con 750 mg de AQDC duranteetas un aflo en 17 pacientes
con XCT, Berginer y colaboradoré®bjetivaron en 1984 una mejoria tanto clinica (de
la neuropatia periférica, la afectacién cerebejoshdeterioro cognitivo), como de las
pruebas complementarias (EEG, TC y niveles de tawief. Plantearon como posible
mecanismo de accién una supresion de la actividadhidroxilasa o de la sintesis de
colesterol. Los unicos efectos secundarios enadodréueron las alteraciones hepaticas
y la diarre&®. Lamon-Fava y colaboradofégresentaron en el 2002 un caso de XCT en
el que gracias a la administracion de AQDC durdaneses se logrd enlentecer la
progresion de los signos neuroldgicos de la enfdache

Por otro lado, Mondelli y colaboradotésrealizaron un seguimiento a 10 pacientes
con XCT que recibieron tratamiento con AQDC durghsgios. Desde el punto de vista
clinico, no objetivaron una clara mejoria (taroadha leve mejoria de los xantontas)
Swanson y colaboradoré$ publicaron en 1986 un caso de XCT con deterioro
cognitivo, que progreso a pesar de la instaurad®riratamiento con AQDC y con
acido ursodeoxicélico, y a pesar de la normalizadi@ los niveles de colestanol.
También Guyant-Marechal y colaboraddtesresentaron en 2005 otro caso de XCT
con demencia fronto-temporal que no mejoré a pasda instauracion del tratamiento

con AQDC y simvastatina.

3.10.2.Inhibidores de la hidroximetilglutaril coenzima A (HMG-CoA) reductasa

Tres hermanos de Hong Kong con XCT que recibieratarniento con inhibidores
de la HMG-CoA reductasa (10 mg de simvastatinaal, dbgraron una normalizacion
de los niveles de colestanol en un mes, aunque resemaron ninguna mejoria
clinica"®. Burnett y colaborador&sadministraron simvastatina a un paciente con XCT.
Posteriormente asociaron AQDC, logrando una imptetaeduccion del colestanol
sérico, que relacionan con un efecto sinérgicaa®mbinaciof.

Federico y colaboradores plantearon que los inbibglde la HMG-CoA reductasa

pueden inducir mutaciones del ADN mitocondrial, pmique recomendaban usar con
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precaucion este tipo de farmacos en los pacieoteX€T, dado que algunos pacientes
presentan una afectacién de la funcién mitocoridtiaAsi mismo, recomendaban
asociar CoQ10 al tratamiento con inhibidores deéN&G-CoA reductasd”.

3.10.3. Asociacion acido quenodeoxicolico e inhibidores déMG-CoA reductasa

Peynet y colaboradoreés estudiaron en 1991 la respuesta al tratamiento
farmacolégico en tres hermanas con XCT. La hermarés afectada recibio
inicialmente  AQDC, posteriormente asociaron un &by que sustituyeron por
lovastatina y finalmente por simvastatina. Las ©tlas hermanas que estaban menos
afectadas recibieron exclusivamente tratamientoAQBC. Con la administraciéon de
AQDC, los niveles de colestanol y de colesterolresgujeron moderadamente. Al
asociar un fenofibrato (a dosis de 300 mg) al AQBdosis de 750 mg), el colesterol
se normalizé, y el colestanol se redujo. La lovasta(a dosis progresivamente
ascendente de 20 a 80 mg al dia) logré disminuicadéstanol y el colesterol.
Finalmente la simvastatina (a dosis de 40 mg 3lldéxd una reduccién menos eficaz
de colesterol y mas eficaz de colestanol. Los aatdedujeron que el tratamiento mas
Optimo consistia en la asociacion de AQDC a unbidr de la HMG-CoA reductasa
(la simvastatina preferiblemente). Este tratamiamologré ninguna mejoria clinica,
pero prevenia la progresign

En un paciente britanico con XCT el tratamiento éd@@DC (750 mg al dia) y
simvastatina (40 mg al dia) durante un afio pedmétilucir los niveles de triglicéridos
y de colesterol y el ratio colestanol/colesteroeg@ los autores, el paciente
experiment6 una mejoria en las funciones cognitivas los xantoma$

Kuriyama y colaboradoré$estudiaron en 1994 el efecto del tratamiento cODS
a dosis de 300 mg al dia y pravastatina a dosi®deg al dia en 7 pacientes con XCT.
El AQDC provoco un descenso de un 67% en los révedéecolestanol, un 50% en los
niveles de latosterol, un 61% en los niveles depesterol y un 12% en los niveles de
sitosterol. También se redujo la concentracion Bé.HPor el contrario, aumentaron las
concentraciones de colesterol, triglicéridos y L&dlesterol, provocando un perfil mas
aterogénico. La pravastatina por el contrario pcdvan descenso de un 30% en los
niveles de colestanol, un 44% en los niveles testerol, un 23% en los niveles de
campesterol y un 9% en los niveles de sitosterblpetfil obtenido fue mas anti-
aterogénico. Finalmente el tratamiento con la de AQDC vy pravastatina logro

una reduccion del colestanol (aunque la concelimaséguia siendo 2,7 veces mayor

81



que en los controles) y una normalizacion del tatos y de los esteroles vegetales. Los
autores concluian que la asociacion de AQDC y ptatiaa es el tratamiento mas
6ptimo, aunque no objetivaron cambios clinicos elamismd®,

Verrips y colaboradoré® en 1999 estudiaron el efecto del tratamiento cQD&
y simvastatina en 7 pacientes con XCT que habieibide tratamiento con AQDC
durante mas de 7 afios (para evitar el sesgo deelimpe colestanol que se produce en
los dos primeros afios del tratamiento con AQDC)jetdaron un descenso en los
niveles de colestanol, colesterol, LDL-colestersl (elacion con una menor sintesis y
no con la union a los receptores tisulares de Lyplatosterol con dosis de 30-40 mg de
simvastatina y 750 mg de AQDC. Este efecto se poodie forma aguda.
Posteriormente se mantuvieron estables (fase déemamento). Tras su retirada, los
niveles volvieron a sus valores iniciales en un.mepesar de la respuesta analitica
objetivada, no hallaron mejoria clinica, radiol@gielectroencefalografica, ni en los
PEV, ni en los xantom&9.

En resumen, existe un consenso sobre la asocidel®QDC con un inhibidor de
la HMG-CoA reductasa como el tratamiento mas optmda XCT. El AQDC permite
reducir los niveles de colestanol y el inhibidorldeHMG-CoA reductasa produce un

perfil lipidico antiaterogénico.

3.10.4 Acido ursodeoxicolico

El acido ursodeoxicolico no es un acido biliar egeftio humano. Se describié por
primera vez en 0so0s. Por ello, no permite una esifuh de las vias de sintesis de los
acidos biliare§>. Por el contrario es mas eficaz sobre la colslifia

Burnett y colaborador&Stuvieron que administrar en el 2001 &cido ursoibedico
en lugar de AQDC por motivos de almacenamientoralogdp mantener unos niveles
normales de colestanol a pesar de dicho cambio.

Swanson y colaboradordé publicaron en 1986 un caso de XCT con deterioro
cognitivo, que progreso a pesar de la instauragenn tratamiento con AQDC y con
acido ursodeoxicolico, y a pesar de la normalizadié los niveles de colestanol.

En los pacientes con XCT, el LDL-colesterol, el HBdlesterol y el colesterol total
estan disminuidos. La tasa de produccion (TP)tada catabdlica fraccional (TCF) de
VLDL apoB estan muy aumentadas y la TP y la TCF Ld®. apoB estan
moderadamente aumentadas. Tras un mes de tratantentacido ursodeoxicoélico

estos parametros no se modificdfdn
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Von Bahr y colaborador&administraron acido ursodeoxicélico y posteriortaen
acido célico a un caso de XCT que se presentd @lestasis en la infancia, aunque éste
fallecié a los 4 meses. Los autores plantearoa gidtauracion tardia del tratamiento

podia ser la causa del fracaso terapétitico

3.10.5.LDL-aféresis

Mimura y colaboradoré&’ en 1993 plantearon la LDL-aféresis como un tra¢atoi
alternativo en la XCT en caso de rapida progresidte intolerancia al AQDC. Esta
técnica permite reducir los niveles de colesteraojestanol un 60% de forma casi
inmediata, recuperando el paciente los nivelesaileis de colesterol y colestanol a las 2
semanas de la plasmaféresis. Tres de los cincermasique recibieron este tratamiento
presentaron una mejoria desde el punto de vistaoldgico; en uno mejoré el
electroencefalograma y en tres se redujeron losoras tendinosos. En uno de los
pacientes se realizé también una plasmaféresia.té&stica permitié una reduccion de
los niveles de colestanol y de colesterol, peravsjoria clinica’”.

lto y colaboradord$® en el 2003 estudiaron la posible combinacién de.-LD
aféresis, AQDC e inhibidor de HMG-CoA reductasa Zmacientes con XCT. El
paciente 1 recibi6 inicialmente LDL-aféresis, lagta una reduccion de los niveles de
colestanol de un 50% tras cada aféresis, aunqws alds semanas los niveles de
colestanol volvieron a sus valores iniciales. Alifaa AQDC, los niveles de colestanol
disminuyeron de manera estable. El paciente 2 iéecib tratamiento combinado con
LDL-aféresis, AQDC y un inhibidor de la HMG-CoA meetasa, logrando un descenso
de los niveles de colestanol mas rapido. Por &le,autores recomendaban el uso
combinado de LDL-aféresis y tratamiento farmacadgf.

Dotti y colaboradoreé€® en el 2004 compararon el tratamiento con AQDGualier 8
afios que no produjo mejoria alguna, el tratamieato AQDC (750 mg al dia) y
simvastatina (20 mg al dia) durante 2 afios que damprodujo mejoria alguna, el
tratamiento con AQDC y LDL-aféresis durante 33 semsa que produjo una
normalizacion de los niveles de colestanol y ebhtréento con AQDC, simvastatina y
LDL-aféresis, con el que los niveles de colestande colesterol se normalizaron e
incluso alcanzaron unos niveles bajos. A pesarode esto, los autores no hallaron
ninguna mejoria clinica, por lo que los autore®meendaban tener precaucion con las
terapias agresivas para reducir el colestanol. aeoen la XCT hay un aumento de la

sintesis de colestanol y que todos los tejidogtaema mayor cantidad de colesterol de
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lo normal, el uso de estatinas es un acercamiexional, al lograr la reduccion de
colestanol, especialmente si se asocia con AQDQ l@oLDL-aféresis, todos los
esteroles se extraen de la sangre en la misma ajyguido a lo largo del tiempo se
objetiva un leve aumento del colestanol, del catepalsy del sitosterol que son
esteroles vegetales. Esto podria estar en relaoidhos depdsitos en los tejidos que se
van liberando. Por el contrario, no se objetiva rDL-aféresis un aumento del
colesterol, ni del desmosterol, ni del latosteRar ello, los autores recomendaban el
uso de AQDC y de estatinas y reservar la LDL-aférpara casos que no respondan a
dicho tratamientt®.

Tampoco Berginer y colaboradot®srecomiendan el uso de LDL-aféresis, pues
ésta no produce efectos muy importantes. Por un Ethque logra reducir los niveles
de colesterol y de colestanol, éstos siguen sigmatologicos. Ademas, el ratio
colesterol/colestanol se mantiene igual. Por atiio| no actia sobre el mecanismo
fisiopatolégico de la enfermedad. Finalmente, leni@a presenta ciertos riesgos y

existe un tratamiento farmacolégico que puedefsetiec™®.

3.10.6.Rehabilitacion

Gill-Body y colaboradorég' publicaron en 1997 los resultados del tratamiento
rehabilitador de un paciente con XCT con afectadérebelosa de unos 10 afios de
evolucion. Como objetivos se plantearon la activacde mecanismos de control
postural y neuronal, la integracion de informacs@nsitiva y las estrategias de control
de los movimientos alternantes. Objetivaron unzoit@mte mejoria en la utilizacion de
la informacion somatosensorial, vestibular, visuakensitiva para el control postural y
una mejoria en la estabilidad postural y en la ddpd de usar efeedback

somatosensorial para modificar la magnitud dedapuestas posturatés

3.10.7.0tros tratamientos

Shefer y colaborador®é estudiaron en 1984 los efectos del colestanol ly de
colesterol en el metabolismo de los acidos biligrds los esteroles hepaticos en la rata.
La absorcion de colesterol (un 44,8%) es mayor lqude colestanol (un 14%). Al
administrar colesterol, los niveles se cuadripljaamentras que con el colestanol, tan
s6lo aumentan un 48%. La excrecion fecal de estertbhs una alimentacion con
colesterol pas6 a 165 mg/dia, mientras que trasalimantacion con colestanol pasé a

230 mg/dia. El sistema de transporte intestinabnmece la diferencia estructural y el
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colestanol compite con el colesterol. Por elloadhinistrar colestanol la excrecion de
colesterol aument.

Al suplementar la alimentacion con colestanol, auméres veces la actividad de la
HMG-CoA reductasa, mientras que si suplementa otasterol disminuye la actividad
de la HMG-CoA reductasa. Con una alimentacion colesterol, los niveles de
colesterol microsomales aumentan un 40% (en prelbatdcion con ufeedbackcon
inhibicion de la HMG-CoA reductasa). Por el coritraitras una alimentacion con
colestanol, los niveles de colesterol microsomaesredujeron un 8%. En ratas
alimentadas con colestanol, se produjo un aumentd eeticulo endoplasmico liso del
area centrolobular de los hepatocitos, probabléngor activacion de la HMG-CoA
reductasd®.

En el 2004, Batta y colaboradotfesompararon el efecto de los &cidos biliares
hidrofilicos (acido ursodeoxicolico, acido ursoco), la colestiramina, la lovastatina y
el AQDC en cuatro pacientes con XCT. Para ello,ienich los acidos biliares y los
alcoholes biliares en plasma, bilis y orina antéegpués del tratamiento. Los pacientes
con XCT presentaban acido célico (72,7%), acidanqdeoxicolico (6,2%), alcoholes
biliares G- polihidroxilados (10%) y una elevacion del colesiaen el plasnia. El
tratamiento con AQDC, que es hidrofébico, inhibe siatesis andmala de acidos
biliares, desapareciendo los alcoholes biliargs d@l plasma, la bilis y la orina y
disminuyendo el colestanol en plasma. El tratamieoin acido ursodeoxicolico o con
acido ursocolico, que son hidrofilicos, no inhilze dintesis anémala de los acidos
biliares. El tratamiento con colestiramina auméatsintesis andmala de &cidos biliares
(aumenta la sintesis de alcoholes biliargspolihidroxilados y aumenta el colestanol).
El tratamiento con lovastatina no afecta sobreitdesis de &acidos biliares y de
colestanof’. La regulacién de la o~hidroxilasa, que es la enzima limitante de la
sintesis de acidos biliares, se produce a trauédsXde. En el nucleo de los hepatocitos,
el FXR (arnesoid X receptdrse une al RXRrétinoid X receptor formando un
heterodimero que requiere la presencia de acidieselsi para activarse. El acido biliar
mas potente es el AQDC. Su ausencia en la XCT gaeeaumente el CYP7ALl y la
sintesis de acidos biliares. El tratamiento con A&Qdgtiva el heterodimero FXR/RXR
y regula el CYP7AL. Los autores proponen el empkda colestiramina como test de
provocacion en homocigotos/heterozigotos de XCTpraducir un aumento de los
alcoholes C27 y del colestarfol
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Recientemente, Szalat y colaboradtesstudiaron la posible utilizacién de
rifampicina u otros inductores del PXR en el tratanto de la XCT. Diferentes estudios
han demostrado que en los ratones CYP27-/- seupeodna estimulacion del
CYP3AL11l (excepto en los que hay una deficienci®XR). Esto produce un aumento
del aclaramiento de los intermediarios de aciddiarbs y previene el desarrollo de
XCT. Por el contrario en los seres humanos con X@Ee produce un aumento de la
actividad de la CYP3Al1. Los autores propusieroempleo de inductores de PXR,
como la rifampicina para ver si se producia un meacimulo de colestanol.
Administraron rifampicina (600 mg al dia durantetsidias) a tres pacientes con XCT.
A pesar de la induccién del CYP3A4 de hasta un 6@84se redujeron los niveles de
colestanol. Dedujeron que el PXR de los ratones Yod seres humanos no tienen la
misma sensibilidad, y que por lo tanto existenrdifeias en la activacion de la via
PXR-CYP3. Concluyeron que ni la rifampicina ni atrmductores del PXR pueden

considerarse alternativas practicas al AQDC eragriento de la XCF*.
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4.PACIENTES Y METODOS
4.1. Seleccién de pacientes

Se revisaron todos los pacientes diagnosticadosGle en dos de los centros de
referencia nacional para el estudio genético denfarmedad (la Fundacion Publica
Galega de Medicina Xenomica, en Santiago de Coralgost el Hospital Ramon y
Cajal, en Madrid) entre los afios 1995 y 2008. $¢aod6 con los diferentes clinicos, en
su mayoria neur6logos responsables de los pacieptesolicitaron permiso a éstos y a
sus familias para la recogida de datos. Se revispessonalmente todas las historias
clinicas, viajando para ello a los diferentes ha#gs de referencia distribuidos por toda

la geografia espafiola. Se pudo interrogar y expthractamente a 7 pacientes (casos 9,

15,16, 20, 22, 23, 24, 25).

4.2. Recogida de datos clinicos

Se prepar6 una base de datos utilizando el progfooess para Windows, en la

gue se recogieron los siguientes campos:

-numero de caso

-apellidos

-nombre

-médico responsable

-numero de familia

-numero de individuo afectado
-Sexo

-zona de procedencia

-afo de nacimiento

-mutacion 1

-mutacion 2

-familiares afectados

-edad inicio sintomas neurolégicos
-edad diagnéstico

-sintoma de inicio

-edad fallecimiento

-edad cataratas

-xantomas

-xantelasmas palpebrales

-edad diarrea

-sindrome piramidal
-sindrome cerebeloso
-epilepsia

-sindrome extrapiramidal
-miopatia

-neuropatia periférica
-retraso psicomotor
-afectacion psiquiatrica
-demencia

-alteraciones cardio-vasculares
-dismorfias

-alteraciones esqueléticas
-colestanol

-colesterol

-liquido cefalorraquideo
-TC craneal

-edad RM

-RM craneal
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-RM espinal -electroencefalograma

-electromiografia -biopsia
-potenciales evocados somato- -tratamiento
sensoriales -evolucion
-potenciales evocados visuales -otras enfermedades

4.3. Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico de los diferentessda#o utilizo el programa SPSS
version 10.0 for Windows. Para la comparacion aigables cuantitativas se empled la
t de StudentSe establecieron las correlaciones de variahlestitativas mediante la
correlacion de PearsanA través deltest de Fischerse analizaron las variables
cualitativas. Se consider6 como estadisticamemgeifisiativa una p<0,5, utilizando

siempre una significacion bilateral.

4.4. Andlisis decluster

El analisisclusteres una técnica estadistica multivariante cuydidiad es dividir
un conjunto de objetos en grupaduéter en inglés) de forma que los perfiles de los
objetos en un mismo grupo sean muy similares esit(eohesion interna del grupo) y
los de los objetos de grupos diferentes sean thist{aislamiento externo del grupo). Lo
que se intenta de esta forma es maximizar la honesdgd de los objetos dentro de los
conjuntos y la heterogeneidad entre los agregdftogste caso, cada nuevo individuo
evaluado se va incorporando dentro de un conglatoata acuerdo a la similitud de los
valores que tomaron sus variables con los de otdygiduos. Cada conglomerado a su
vez puede agregarse a otro conformando uno nuewasi ysucesivamente hasta la
obtencion de un Unico conjunto (que representa&bgente la misma muestra original).

Se realiz6 el andlisis dBusterjerarquico intentando relacionar las mutacionas co
los diferentes sintomas neuroldgicos (piramidalisataxia, epilepsia, parkinsonismo,
polineuropatia, retraso psicomotor, alteracionesjpatriocas y demencia) y con

algunos datos pronésticos (edad de inicio, edatiadgostico, cataratas y xantomas).
4.5. Arboles genealégicos

Para la realizacion de los arboles genealogicag#es el programa CYRILLIC
version 2.0 Cherwell Scientific Publishing LidDxford, Reino Unido).
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4.6. Estudio genético

En 11 casos el andlisis genético se llevo a cabel ¢fRC y en 13 casos en la
FPGMX. En ambos centros el abordaje molecular fonlag, mediante secuenciaciéon
directa de los 9 exones codificantes del G&#27A1si bien el protocolo de extraccion

de ADN y el de secuenciacion variaron ligeramente.

* Material bioldgico
Se obtuvo de cada paciente una muestra de sangoeav@or venopuncion en un
tubo de 10 cc de EDTA K.

* Productos y reactivos

Los reactivos que utilizados fueron:
-buffers(TAE50X, TBE10X, buffers de reacciones)
-primers
-dNTP
-Taq polimerasa
-bromuro de etidio

-agarosa

» Seleccién de los primers

En la tabla 5 figuran los primers que se emplearon.
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Tabla 5. Secuencia y localizacion de los primersgn de la esterol 27-hidroxilasa (segin Chen y
cols®).

Primer | Localizacién| Amplificacion Secuencia de B'a Posicién
Elup 5’ flanking exén 1 ACTCAGCACTCGACCCAAAGGTGCA 22a3
Eld intrén 1 exon 1 CCACTCCCATCCCCAGGACGCGATG °14
E2up intron 1 exon 2 TGGCCCAGTTATTCAGTTTTGATTG "0
E2d intrén 2 exon 2 GGGCCCTGTTCCAGTCCCTTCAGGC 10
E3up | intrén 2 exon 3 GCTTATCTTTGTGCTGTTCCTCTGC °9
E3d intrén 3 exon 3 GAGCACAACCTCTCCCTGACCCATT 33
E4up | intrén 3 exon 4 TCTGCCTCCTGTGATGGCCTCTGTG 10
E4d intrén 4 exon 4 GCTGATGCACAGACCTGGAGTCACC °39
ESup intrén 4 exon 5 GCTCTTGGTCCTTGGAGATCATGAC °40
E5d intrén 5 exon 5 ACTGGTTACGGTTGGGAGCTGGGGG °30
E6up intron 5 exon 6 TTCCTAGAATCGCCTCACCTGATCT 07
E6d intrén 6 exon 6 TTCCCTCCCCACAAAGAGATCCTGT 27
E7up intron 6 exon 7-8 GCAGACTCCAGACATTCTTTTCCCT ° 4
E7d intrén 7 exon 7-8 TGGAAGCTTTCAGGCTCAGAGAAG 1355
1332
E8up intron 7 exon 8 CCTTCTCTGAGCCTGAAAGCTTCC 1331-
1354
E8d intrén 8 exon 8 GTGGATTGTGTGTTTGCCATCCACT P28
E9up | intrén 8 exon 9 AGTGGATGGCAAACACACAATCCAC 28
E9d 3’ flanking exén 9 CCCAGCAAGGCGGAGACTCA 1639-
1620
372up | exdn 6 Exén 6-8 TTTGCCCACATGCCGTTGCTCAA 1159-
118F
372d | ex6n 8 Exén 6-8 TGGAAGCTTTCAGGCTCAGAGAAG 1355-
1332a

2 nimero de nucledtido en el ADNc siguiendo la nattagura de Cali y Russel
® minima distancia del exén.

4.7. Extraccién del ADN

Se realizé a partir de células sanguineas mediamtmétodo de extraccion con
fenol cloroformo y precipitacion con etanol. Patk,ese realizO una extraccion de
sangre de los pacientes en un tubo de EDTA K. X3@je el ADN de manera
inmediata 0 unos dias después, y una vez extiaitaéstra, ésta se mantuvo en nevera
a 4°C hasta su procesamiento. El protocolo deaxéra empleado consta de dos fases:
en la primera se extraen células sanguineas dmtarescompleta y en la segunda se

extrae el ADN de esas células.
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» Extraccion de células:
-Se mezclé la sangre con 10 ml de FICOLL y se dagty a 400 g durante 20 minutos
-Se extrajo la fase celular con una pipeta Pasteur
-Se centrifugd a 1500 g y se retird el sobrenadante

» Extraccion de ADN:
-Se afiadieron 2 ml de tampdn de lisis (150 mM déaCR0 mM de EDTA, 0,5% SDS,
100 mM Tris-HCI pH 7,5) al pellet de células, agitdse suavemente durante 15
minutos.
-Se afiadi6 1 volumen de fenol-cloroformo-isoamillcd:25; se agitd suavemente
durante 3 minutos y se centrifugd a 1000 g duraitainutos.
-Se extrajo la fase acuosa con una pipeta.
-Se afadieron a la fase acuosa 3 volumenes dd atdri®%.
-Se agitd suavemente; aparecié entonces un peabipitjue se pasé a un tubo de
Eppendorf con ayuda de una pipeta Pasteur.
-Se dejo evaporar el etanol y se diluyé en g00de agua, quedando el ADN a una
concentracion aproximada de 0,1+l

Una vez realizada la extraccion, el ADN puede pegunar a temperatura ambiente.
Se almacend a 4°C si se iba a trabajar con él galazo breve o a —20°C si se iba a

archivar.

4.8. Determinacion de la concentracién del ADN

Una medida directa de la calidad de un ADN es adade integridad. La presencia
de un ADN muy degradado indica que la muestradmsimetida a un procesado muy
intenso, que se ha almacenado durante demasiadpotig/o en malas condiciones 0
gue el protocolo de extraccion utilizado resulteeskvamente destructivo. En cualquier
caso, cuanto mayor sea la fragmentacion del ADNndemuestra, menor es el nimero
de copias intactas de un gen que se encuentraenpessy por lo tanto resulta mas
dificil la amplificacion del mismo por PCR. Cuantmayor es la integridad del ADN
extraido, mayor es el tamafio de la banda que ssvabg mas definida se encuentra en
el gel. Bandas de tamafio molecular pequefio y difadas en el gel indican sin
embargo un alto grado de degradacion en el ADNeRoise procedio en determinados

casos a examinar el producto de la extraccion kedegagarosa al 1%.
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La concentracion de ADN de una muestra puede valmaediante electroforesis
en gel de agarosa. Esto se consigue comparandatémsidad de la banda
correspondiente a la muestra problema con bandapattenes de concentraciéon
conocida. Ademas, la medida de absorbancia a 26(QArta maxima absorbancia de
ARN y ADN) de una dilucion determinada de la muesambién permite calcular la
concentracion de ADN de la misma. En nuestro cépamos usualmente este ultimo
procedimiento considerando que una unidad de a#soidb a 260 nm corresponde a 50
mg/ml de ADN bicatenario y multiplicando la lectude absorbancia por el factor
correspondiente y por la dilucion empleada pararahtla concentracion de ADN de la
muestra. Se determind la pureza del ADN extraidaliamée el cociente de las
absorbancias a 260 y 280 nm. Las determinacionedlesaron a cabo en un
espectrofotometraNanodrop 1000(Thermo Fisher Cientific Las concentraciones

promedio fueron de 29 ngl

4.9. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimergsalyfnerase chain reaction, PCRs el
método mas comunmente utilizado para la ampliftcaein el laboratorio del ADN. Se
basa en la utilizacién en tres ciclos de las pdgaes del ADN: de desnaturalizarse en
dos cadenas separadas cuando se somete a tengzesafperiores a 90°C; de unirse a
primers complementarios; finalmente de elongar la cadeediante el uso de una
polimerasa cuando se somete a temperaturas de D@8Bués de cada ciclo se obtiene
como resultado la duplicacion de la secuencia dbl Allana delimitada por la pareja de
primerscomplementarios. Dado que las nuevas copias tamnsiiden como patrones en
los subsiguientes ciclos, la cantidad de ADN gashees® incrementa exponencialmente.
De este modo, al final de n ciclos, el nUumero daasode ADN por cada molécula sera
de 2. Un proceso de PCR tipico, de entre 28 y 40 ciglesmite amplificar por tanto
un millén de veces como minimo el nimero de copégragmento de ADN diana que
exista en la muestra original

La utilizacion de polimerasas termoestables junio @ disefio de termocicladores,
aparatos que permiten llevar a cabo los ciclosetepo y temperatura necesarios de un
modo rapido, han permitido la completa automat@acde la técnica de PCR,
facilitando asi su empleo rutinario. Otro factaave para la expansion de esta técnica
ha sido la creciente disponibilidad @emers especificos, posibilitada tanto por los
avances en las técnicas de secuenciacion de auidtescos que han permitido conocer
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las secuencias de un numero considerable de gmmae,por el desarrollo de equipos y
reactivos que permiten una sintesis rapida y ecmadde los mismos.

Para amplificar por PCR, se prepar0 la siguierdeaién en un tubo de ensayo de
100 pl:
-74 L de H,0
-10 L buffer 100 mM Tris-HCI, pH 8,3, 500 mm KCI, 1,5 mM Mg{toncentrado 10
veces
-6 UL de cadagrimera una concentracion de 10 pnpbl/
-4 uL de DNTPs a una concentracion de 2,5 mM
-6 uL de ADN extraido

-1 yL de Taq polimerasa a una concentracion depb U/

* Primers se emplearon |lgzrimerslistados en la tabla 5.

» Magnesio: El magnesio es necesario para que ataggiolimerasas, siendo la
concentracién habitual de 1,5 mEqg/L. En determigadacciones fue necesario
emplear concentraciones mayores para aumentardghmento.

* Numero de ciclos: Las reacciones se realizaromdiz0-35 ciclos.

* Programa de PCR: EIl programa que se emple0 cenbersiguientes pasos:

-desnaturalizacion  94°C 30 segundos

-anillamiento 55°C 30 segundos
-extension 72°C 30 segundos
-extension final 72°C 3 minutos
35 ciclos

También se realizaron PCR en descemsochdown PCR En estas reacciones se
fue decreciendo la temperatura alenealinga lo largo de ciclos sucesivos, generando
un producto muy especifico en los primeros ciclabteniendo un mayor rendimiento
en los ultimos ciclosaphnealingmas bajo). Se empleé un gradiente de 60°C a 86?C,

diferencias de 2°C entre los pasos.

4.10. Analisis electroforético del producto de PCR

* Tampones, geles y soluciones empleados
Para la preparacion del buffer se mezclaron 25@enhgua destilada y 50 ml de
TAES50X (2M Tris-Acetato, pH 8.0, 0,05M EDTA).
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* Preparacion del gel

Los fragmentos amplificados se detectaron mediatdetroforesis en geles de
agarosa al 2% vy tincion con bromuro de etidio. Sgpararon los geles disolviendo
0,6 g de agarosa en 30 ml de agua destilada, 666 fdmpon TAE50X en un matraz

Erlenmeyer. Se calentd la mezcla hasta ebullieoon horno microondas.

» Condiciones de separacion

Tras unos 30-60 minutos en presencia de la coerieléctrica a un voltaje de
aproximadamente 130 mV, se separd el producto de Bdiciente para que se
pudieran visualizar las diferentes moléculas de AddE existian en el medio cargado.
Finalizada la electroforesis, se sumergio en uhzgm de bromuro de etidio con una
concentracion de 0,5 pg/ml. El bromuro de etidizues sustancia fluorescente que se
intercala entre los pares de bases adyacentesDi¢| YA que en contacto con una luz
ultravioleta emite fluorescencia. Debe mantenerstepgido de la luz solar para su
conservacion. Tras 10 minutos en la solucion denbro de etidio, se sumergieron los
geles otros 5 minutos en agua destilada para Imaebiexceso de bromuro de etidio. En
ese momento se visualizé el gel, utilizando unsitaminador de luz ultravioleta. La

imagen obtenida se registr6 mediante un sistenfiatografiado digital de geles.

4.11. Secuenciacion de los fragmentos de ADN pudéidos por PCR

» Purificacion de los productos de PCR

Para llevar a cabo la secuenciacion de fragmergo8DN amplificados por PCR,
deben purificarse previamente dichos fragmentosdexsr eliminar los restos de
aquellos reactivos no utilizados en la amplificacffundamentalmente Iqggimers ya
que éstos podrian interferir en la reaccion deesggacion.

Los productos de PCR se purificaron mediante 6ilfra en columnasVizard ™
PCR Preps Purification SysterfiPromega Co Madison, WI, EE.UU.). Para ello,
siguiendo las instrucciones del proveedor afadiatggroducto de PCR un volumen
equivalente de la solucidiembrane BindingSe introdujo la mezcla en una columna
que a su vez se coloco en el interior de un tubBppendorf. Se incubo6 a temperatura
ambiente durante un minuto. Se centrifugd durantmimuto a 10,000 revoluciones. Se
elimind el sobrenadante y se recoloco la colummdrdelel tubo. Se afiadieron 7QD

de soluciborMembrane Washjue contiene etanol. Se centrifugé a 10.000 vevahes
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un minuto. Se eliminé el sobrenadante, se aplica@@ul de soluciorMembrane Wash
y se centrifugd a 10.000 revoluciones durante Sutog Se transfirio la minicolumna a
un tubo limpio de microcentrifugado de 1,5 ml. $adieron 50 ml dé&uclease-Free
Water a la minicolumna. Se incub6é a temperatura ambidaotr@ante un minuto. Se
centrifugd a 10.000 durante un minuto. Se retirtniaicolumna y se mantuvo el ADN

del tubo a una temperatura de 4°C hasta su seag&nci

* Secuenciacion de los productos de PCR purificados

La secuenciacion de los productos de PCR amplicade realizé por
secuenciacion ciclicaAfplicycle TM Sequencing KiPerkin EIme)) en el Centro de
Gendmica y Protedmica de la Universidad ComplutetseMadrid, mediante la
siguiente reaccion:
-molde de ADN (producto de PCR purificado a unacemtracion de O,ful/pl) 3 pL
-primer Unico forward o reversg a una concentracion de 5 pnubl/2 pl
-agua estéril 3
-dNTPs,bufffer, enzima, ddNTPs: 4L

Los productos de la reaccidn de secuenciacioneselvieron en un analizador
automatico ABI377 Applied Biosysthems

* Anadlisis informatico de las secuencias de ADN

Para analizar las secuencias de los productos & deQutilizaron los siguientes
programas y herramientas:
-ProgramaChromas version 2.(0frechnelysium Pty LidQueenland, Australia).
Este programa permite examinar secuencias, editatdener las franjas de lectura y
exportarlas en formato texto.
-Generunner version 3.0Blgsting Software Ing
Programa de utilidades para genética moleculamiRelistar una secuencia de ADN,
su complementario, encontrar una secuencia nudieatideterminada dentro de la
secuencia total, ver las enzimas de restriccion aqutan esa determinada secuencia,
disefiar primers para PCR que amplifiquen un determinado segmestitener la

secuencia de lectura de una secuencia o alindas\smtuencias
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La secuencia se visualizé mediante el programar@éspexportandose al programa

Generunneen donde se comparo de forma automatizada catileescia silvestre.

4.12. Denominacion de las alteraciones encontradas

Como referencia para describir las variantes yadtenes de secuencia encontradas
se utilizaron la secuencia de ARNm del grP27AINM_ NM_000784 y la secuencia
proteica NP_000775. Las variantes encontradas eedaencia de los pacientes, es
decir, diferencias con respecto a la secuenciaféeencia, se denominaron siguiendo

las recomendaciones de la Human Genetic Variatoies?®

4.13. Busqueda en bases de datos

No se dispone de de una base de datos de mutacdehgenCYP27Alaccesibe
publicamente, similar a las que existen para ajeyses. Por ello, para averiguar si una
determinada variante de secuencia identificadanepagiente era nueva o bien habia
sido descrita previamente se consultaron las sigesebases de datos:

1- Human Gene Mutation detabase, version profesiomaiv.hgmd.cf.ac.uk

Base de datos general de mutaciones patogénicagkuier gen de interés.
Dispone de una parte publica y de una parte prigagision “profesional”,
accesible mediante suscripcion), esta Ultima mégptaia y actualizada.

2- dbSNP: Base de datos de SNPS o polimorfismos dedtidn Gnico en el
genoma humano. Es necesario comprobar, ante cadeaa nuariante
identificada, que no se trata de un polimorfismev@mente conocido y sin
significado patogénico.

3- PubMed: Las bases de datos no estan necesariaahelfdepor completo. Es
necesario revisar PubMed en busca de alguna refararia nueva variante
encontrada.

4- Google: Busqueda amplia, en ocasiones permite tdetdescripciones en
congresos Yy otros sitios no recogidas en ningutdigagion depositada en
PubMed.

4.14. Analisis de poblacion control.
Cada una de las variantes de secuencias nuevdsicdeias en los pacientes fue

analizada en una serie de 150 sujetos controlstetios de origen gallego, con una
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media de edad de 78 afos y sin alteraciones ngigaoni historia familiar relevante

de enfermedades neurologicas.

4.14.Construccion de una base de datos de mutacisne

Como resultado de los datos clinicos y moleculabdsnidos a lo largo del presente
estudio, se ha creado una base de datos de m@scgguiendo el modelo de las bases
de datos locus-especificas (LSDBs) potenciadasepdtuman Variome ProjectEn
dicha base de datos se han incluido todas las mn&sccausantes de XCT descritas
hasta el momento, asi como los principales sintcacampanantes y su distribucion
geografica. Depositada en un servidor de la Unidadsde Santiago de Compostela y

accesible emttp://bioinformatics.cesqga.es/lovd/xct/home.php?$ect db=CYP27A1

esta base de datos pretende ser una herramietttgéaa clinicos como para genetistas.
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5. RESULTADOS

5.1 Datos epidemiolégicos

Entre los afios 1995 y 2009 se han diagnosticado patentes con XCT en
diferentes puntos de Espafa (figuras 23 y 24). $ido estudiados en la FPGMX 14
casos, uno de los cuales procedia de Rumanialyaedtapaso en Almeria, por lo que
no se ha incluido en esta serie. En 11 pacientegadz0 el estudio genético en el
Hospital Ramén y Cajal y por ultimo un caso fuegdiasticado en el Hospital General
Universitario Gregorio Marafion en base al estuéidod niveles de colestanol en suero
y en xantoma realizados en Dijon en 1992 (estaepseino hacia revisiones desde hacia
al menos 5 afios dada su mala situacién clinigeerdiente para todas las actividades
basicas de la vida diaria; por este motivo no seehlizado estudio genético). Ademas
de estos 26 pacientes, se han encontrado otrosd® esparoles publicados en la
literatura nacional e internacional (dos &evista de Neurologf®'®* dos en
Neurologia®, dos erBrain', uno enAlzheimet® y uno en el libro Casos Clinicos de
Residentes de Neurologf).

OFarmhas de nuestra serie

.Otras familias publicadas
Tyt

‘(?1.
o
s

. . R

Figura 23.- Distribucion de los pacientes con XQF provincias.
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Figura 24.- Distribucion de las familias con XCTgse su procedencia

De los 25 casos de la serie, 10 (40%) eran varprigs( 60%) mujeres. En tan
sblo 5 (26%) familias se identificaba una consamgaid como conocida y en 1 (5%)
como probable en base al hallazgo de una mismacintgoco frecuente en
homozigosis y a la procedencia de ambos progesittgaun mismo pueblo (familia 7).
De las 19 familias identificadas, solo 5 (26%) pregaban mas de un miembro afectado,
si bien en 3 familias se sospechod la posible existiede otro miembro afectado,
negandose los mismos a su estudio.

La edad del inicio de los sintomas neurologicosabar desde los 10 hasta los 50
afos, con una media de 19 y una desviacion esté@leddl (moda y mediana de 12
afnos). Se eligi6 de manera arbitraria la edad d&ib2 cuando la edad exacta de inicio
de los sintomas no era conocida y los familiaresdacionaban como “en la infancia”.
La edad del diagnéstico variaba de los 14 a losfs, con una media de 38 y una
desviacion estandar de 10 (moda 46 y mediana 868)oRanto, el retraso medio desde
el inicio de los sintomas neurologicos hasta ejribatico de la enfermedad fue de unos
19 afios.

No se hall6 ninguna relacion entre la supervivencila edad de inicio de los
sintomas. Por el contrario, si se encontré unaetitéa estadisticamente significativa
(p<0,01) en la edad al diagndstico mas tardia ensrpdaientes que fallecian (51 afios)

gue entre los que no fallecian (35 afos) (figusy 2
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Figura 25.- Edad de diagndstico entre los falle@db1+9) vy los no fallecidos (35 18).

5.2 Arboles genealdgicos
Los arboles genealdgicos obtenidos fueron los aijes:
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*Familia 7

*Familia 9

*Familia 10

*Familia 12
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*Familia 17

*Familia 18

*Familia 19
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5.3. Datos clinicos

Los hallazgos clinicos de los 25 pacientes deria se resumen en el apéndice Ill.

La manifestacién de inicio mas frecuente fue elasst psicomotor (32%), seguido
de la alteracidon de la marcha (24%), cataratas 308pilepsia (16%) (figura 26). Tan
s6lo en un paciente en cada caso se encontrd ciooona de inicio la diarrea y las

alteraciones psiquiatricas.

Diarea  1/25 (4%)
Psicuistrico 1795 (4047

Epilepsia Fetraso psicomotor BiZ5 (32%)

4/25 (16%)

Cataratas

5125 (20%)

625 (24%)

Alteracion marcha

Figura 26.- Frecuencia de las manifestacionesriga en los pacientes con XCT.

En tan soélo 2 de los 25 pacientes (8%) no se whjetn cataratas. En los 23 (92%)
gue si tenian cataratas, la mediana de apariei@stas era de 28 afios. En 13 de ellos,
no se pudo identificar el tipo de catarata, aligarr datos en la historia clinica. De los
otros 10, 3 tenian opacidades puntiformes perdgrigue no afectaban a la funcion
visual, 2 cataratas subcapsulares posterioreshdaspulares posteriores y anteriores, 2
capsulares posteriores, 1 polares anteriores pduta anterior y posterior.

Con respecto a la diarrea, tan solo 1 paciente (#gaba dicho antecedente y tan
s6lo 11 (44%) lo confirmaban. En 13 de los cas@%u5se desconocia la existencia o
no de diarrea durante la infancia.

De los 25 casos, 14 (56%) tenian xantomas. Laitazadn mas frecuente fue la
aquilea (100%) (ver figura 27). En el 50% de logigrates con xantomas, la
localizacion fue multiple: el 28% tenia xantomasl@ncodos, el 43% en rodillas y el

7% en los dedos de las manos.
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Figura 27.- Xantomas aquileos (caso 15).

Con respecto a los sintomas y signos neurologieotabla 6 resume el tipo y
frecuencia de aparicion. El piramidalismo fue ghsi mas frecuentemente encontrado
(en 23 de los pacientes, es decir un 92%). La at@h8/25, 76%), la polineuropatia
(16/25, 64%), la demencia (13/25, 52%) y los tnasis psiquiatricos (15/25, 60%)
fueron los sintomas mas frecuentes. Tan soOlo &pi@s (32%) tenian epilepsia y 4

(16%) parkinsonismo. En ningun paciente se halldains de miopatia.

Signo/sintoma neuroldgico Frecuencia
Piramidalismo 23/25 (92%)
Ataxia 19/25 (76%)
Epilepsia 8/25 (32%)
Parkinsonismo 4/25 (16%)
Miopatia 0/25 (0%)
Polineuropatia 16/25 (64%)
Retraso psicomotor 12/25 (48%)
Demencia 13/25 (52%)
Trastorno pisquiatrico 15/25 (60%)

Tabla 6.- Frecuencias de los principales sintomaigpos neuroldgicos encontrados

Se valoro el grado de discapacidad en estos pasientel momento del diagndstico
a través de la escala EDSBxpanded Disability Status Scalde Kurtzke, con una
media de 4,8 y una desviacion estandar de 1,9r&i@8), lo que traduce una
incapacidad suficiente para afectar en las funsialeela vida diaria. Se encontré una
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relacion estadisticamente significativa <@01) entre el grado de discapacidad y la

edad del diagndstico, siendo mayor la discapacidatdhs tardio el diagndstico (figura

29).

Frecuenda

EDSS

Sl Dey = 02
Mean = 45
H= 235,00

Figura 28 .- Distribucion del grado de discapacidardido a través de la escala EDSS entre los

EDSS

[ 3]

pacientes

ooo

[x]

Edad al diagndsico

0

10 a0 B

Figura 29.- Relacion entre la edad al diagnosticel grado de discapacidad medido a través de la
escala EDSS.

En relacion con las anomalias morfoldgicas, 16odeplcientes (64%) tenian pie

cavo (ver figura 30), 4 (16%) escoliosis, 4 (16#&iés dismorfica, 2 (8%) alteraciones

en las manos (una paciente presentaba dedos #o galitambor y otra aracnodactilia)
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y 2 (8%) alteraciones en la cavidad oral (un pdeieon hipertrofia gingival, otro con
paladar ojival y otro con labio leporino)

Figura 30.- Pies cavos, dedos en matrtillo y xantsiftaso 9).

Se encontrd una relacion estadisticamente sigtificantre la edad al diagnostico y
la existencia de dismorfias, polineuropatia, egilefy demencia. En los pacientes con
dismorfias la edad media al diagnostico fue def8isdrente a 47 afios en los que no
tenian dismorfias 0,01). La edad media al diagndstico en los pacierwe epilepsia
fue de 29 afios, frente a 42 entre los no epilépt{ps0,004); en los paciente con
demencia fue de 42 afos, frente a los 32 cuan@xistia deterioro cognitivo §0,01);
en los pacientes con polineuropatia fue de 34, dfevde a los 44 afios entre los que no
tenian polineuropatia €03).

Con respecto a la edad de inicio de los sinton@ds, s pudo relacionar con la
presencia de xantomas. En los pacientes con xasfdmadad media de inicio de los
sintomas fue de 23 afios, frente a los 14 afioslestpie no tenian xantomaxQp02).

Desde el punto de vista sistémico, no se objetivaiteraciones cardio-vasculares
en ninguno de los pacientes. 5 pacientes (20%)iaasac colelitiasis y 3 (12%)
nefrolitiasis. En 3 (12%) se diagnosticaron enfetatkes endrocrinologicas (una
paciente presentaba un nddulo tiroideo, otra umtingddismo y una tercera una
tiroiditis autoinmune), en 2 (8%) enfermedades sitales (un paciente tenia
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intolerancia a la lactosa y otra una enfermedadazly una malrotacion intestinal) y en
2 (8%) enfermedades reumatoldgicas (una paciefiti@ suna artritis reumatoide y otra
una enfermedad de Marfan incompleta).

5.4.Pruebas complementarias

En tan so6lo 12 de los casos se midieron los nivadesolestanol (figura 31). Estos
niveles variaban de 57 a 2@é&l/l, con una media de 1J32mol/l. EI rango normal de
colestanol es de 2 a A&nol/l. En uno de los pacientes se envid la muestEjon
(Francia), encontrandose unos niveles de 31 migfide el rango de la normalidad en
ese laboratorio de 2,45 +/- 0,8 mg/l.

Miveles colestanal

.

]
[}
E \ Sl ey = 5717
E 2 Mean = 1127
3 \“‘a 5 27
LII: ] e |H= 12,00

0 (lsf] iS00 2000 ZE0 0

150 1250 1750 =50

Miveles colestanol

Figura 31.- Niveles de colestanol

Se encontro una relacion estadisticamente sigtiviecgp<0,02) entre los niveles de
colestanol al diagndstico y la supervivencia, sielod niveles de colestanol inferiores
en los pacientes que han fallecido B®I/) con respecto a los pacientes que aun

siguen vivos (13@mol/l) (figura 32).
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Figura 32.- Niveles de colestanol en el momental@ajnostico en los pacientes que han fallecido (63
umol/l £25) y en los que siguen vivos (33%ol/l #108).

Asi mismo, se encontré una relacion estadisticaangighificativa (g0,039) entre
la edad de inicio de los sintomas y los nivelesalestanol, siendo menores los niveles

de colestanol a menor edad de inicio de los sirgarearologicos (figura 33).

Edad inicio sirtomas
=

Miveles colestanol

Figura 33.- Relacion entre la edad de inicio de $éstomas y los niveles de colestanol.

Los niveles de colesterol total variaban entre m2@dl y 231 mg/dl, con una media
de 175 mg/dl (ver figura 34). No se encontré nirgguelacion estadisticamente

significativa entre los niveles de colesterol glgervivencia de los pacientes.
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Figura 34.- Niveles de colesterol.

En 5 de los pacientes (20%) se analiz6 el liquefalarraquideo que fue normal.

De los 25 pacientes, en tan sélo 9 se realiz6 toafiagcomputerizada (TC) craneal.
De las 9 TC craneales realizadas, 2 (22%) fueroamales, 2 (22%) solo mostraban
atrofia y 5 (55%) mostraban una hipodensidad sio#ta nivel de ambos nucleos
dentados (figura 35).

Figura 35. Tomografia computerizada craneal que sinaeuna hipodensidad a nivel de ambos nucleos
dentados (caso 17).

En 23 (92%) de los pacientes se realiz6 resonanagnética (RM) craneal. Los
hallazgos més frecuentemente encontrados fueratrdéia cortico-subcortical (14/23,
61%) vy la hiperintensidad de los nucleos dentadd#28, 61%) (ver figura 36). En 7
casos (30%) se visualizaba una hiperintensidacaddal piramidal (ver figura 37). 6
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pacientes (26%) presentaban leucoaraiosis y 2 (8%pnes de aspecto desmielinizante
inespecificas. 5 pacientes (22%) tenian una RMealdanormal. 2 pacientes tenian un
Chiari tipo | (9%) y 1 paciente unos senos crarseagrandados (4%). Se realizo
espectro-resonancia en dos pacientes que teniaRMnaaneal basal normal, que fue

normal.

Figura 36.- RM craneal, cortes coronalfTy axial (T,) que muestran una hiperintensidad simétrica a
nivel de ambos nucleos dentados (caso 18).

Figura 37.- RM craneal ponderada enyen FLAIR que muestra una hiperintensidad ddda
piramidal (caso 15).

Se realizé RM espinal en 8 de los pacientes (3P®kllas, tan sdlo 2 mostraron un

sutil aumento de sefal del cordén medular.
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Se realiz6 radiografia de tobillos en 2 pacientesjalizandose en uno de ellos un
aumento de partes blandas (figura 38). Se reatingrafia de tendones en un paciente
gue mostraba un engrosamiento muy marcado hipaegoicon transmisién sénica
posterior y alguna zona que dejaba sombra acysbst@rior que podria corresponder a
deposito de calcio. En 5 de los pacientes quertecdatomas tendinosos se realizé RM
de los tobillos. Todas las resonancias obtenidagtratzan un engrosamiento fusiforme
a nivel de la uniébn masculo-tendinosa de intenshdgtdrogénea (figura 39).

B 1

Figura 38.- Radiografia de tobillos que muestraaumento de partes blandas a nivel de los tendoees d
Aquiles (caso 8).

PHILIPS (

Figura 39. RM de tendones que muestra un engrosamfasiforme heterogéneo en la unién muasculo-
tendinosa (caso 21).

En dos pacientes se realiz6 una tomografia pori@mde foton Unico (SPECT)

cerebral. Una de las pruebas se vi6 artefactadiopanovimientos de la paciente y no
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fue concluyente. La otra mostraba una importanigogerfuson fronto-temporal
izquierda periférica y frontoparietal izquierdaga@s focales hipoperfundidas a nivel
temporo-parietal derecha e hipoperfusion en ambosdierios cerebelosos.

En un paciente se realizé un DaTSCAN que objetivabdiscreto deterioro de los
receptores pre- y post-sinapticos a nivel del petarposterior derecho, una mayor
afectacidn de los receptores post-sinapticos qubiém estan afectados en los caudados
y una aparente integridad presinaptica en el dstriaquierdo con una pérdida post-
sinaptica en el putamen posterior, todo ello corbfgaton un parkinsonismaus

Se realizaron velocidades de conduccion en 18 sipdaientes (72%) (figura 40).
Entre los 18 estudios realizados, 6 (33%) fuerormates, 7 mostraban un patron

desmielinizante (39%), 4 un patrén axonal (22%)un Jpatron mixto (5%)

Mo reakado

7175 (25%) 6/25 (24%5)

PHPmbta &

1425 (4%%) §
FHP cksmEk b Eane

7725 (28%5)

PHEaxonal

4125 (1634)

Figura 40.- Resultados de los electromiogramas.

Se realizaron potenciales evocados visuales ere 10sdpacientes (55%). Entre los
realizados, 3 fueron normales (30%) y 7 mostrabaa afectacion de la via dptica
(70%), con un aumento de las latencias y un tradadestructurado.

Se realizaron potenciales evocados somato-seresogal 9 de los pacientes (36%).
Tan solo uno de los estudios fue normal. El reststraba una afectacion cordonal
posterior en miembros inferiores (4/9, 44%) o eemiros superiores e inferiores (4/9,
44%) con un retraso en la latencia y una reducela amplitud.

El reflejo de parpadeo realizado en un pacientdeeniaba una lesion tronco-
encefalica a nivel pontino bilateral, méas intensaval bulbar izquierda.

Se realizd electroencefalograma (EEG) en 12 depdasentes (48%). De éstos, 5
fueron normales (42%), 2 estaban desestructurad®®®)( 1 mostraba ondas lentas
(8%), 2 ondas agudas (17%) y 2 punta-onda genadali¢l 7%).
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La conduccion motora central realizada en dos ptesenostraba una afectacion de
la via cortico-espinal bilateral.

En dos pacientes se realiz0 biopsia muscular quempstraba alteraciones
estructurales, ultraestructurales, ni inmunohisimigas. La biopsia de tenddén
(realizada en 7 pacientes) visualizaba un xant@nédirioso, con células espumosas,
deposito de colesterol y tejido conjuntivo. Se énuia muestra de tenddn a Dijon para
determinacién de ésteres. En 100 mg de tejido senéraron 26,21g/mg de colesterol,

50 ng/mg de colestanol y 34 ng/mg de 8-latosterol.

5.5.Estudio necrépsico

La familia de uno de los pacientes (caso 19) gllecfé durante el seguimiento
autorizé el estudio necropsico. El cerebro obtern@tda un peso fijado de 1210 g.
Desde el punto de vista macroscopico presentabaatmfia externa difusa. A la
seccion de los cortes coronales se observaban amas bilaterales de coloracion
amarillenta y aspecto granular en los nucleos destdfigura 41) y en la sustancia
blanca cerebelosa circundante, en mesencéefalogldbsis pallidusy la sustancia
blanca periventricular, asi como unos nodulos dleatdos de entre 1-2 mm en los
plexos coroideos (figura 42).

Desde el punto de vista microscOpico las areasazmdas macroscopicamente
mostraban una severa pérdida neuronal y desmitidiz, acimulos perivasculares de
histiocitos espumosos (figura 43), depositos erttdares y perivasculares de material
“mielina-like” , astrocitosis reactiva y areas de inflamacionicedrodeando hendiduras
de cristales de lipidos (figura 44).

Figura 41.- Aspecto macroscopico del cerebro. Cedgital que muestra una atrofia generalizada y
unos nodulos amarillentos a nivel de los plexo®ittaos.
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Figura 42.- Aspecto macroscopico. Corte axial questra areas bilaterales de coloracion amarillenta
a nivel de los nicleos dentados.

Figura 43.- Aspecto microscépico (hemétoxilina—éé$i§k40). Actmulo berivascular de histiocitos
€Spumosos.

Figura 44.- Aspecto microscépico (hematoxilina-aasix100). Depdsitos extracelulares y perivascidare
de material “mielina-like” y areas de inflamaciomdnica rodeando hendiduras de cristales de lipidos
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5.6.Mutaciones encontradas

Se llevé a cabo el estudio genético en 18 de lamrh8ias de la serie. En la otra

familia no fue posible obtener una muestra de ARKael estudio. En todos los casos

analizados fue posible identificar los 2 alelos ados. Es decir, en el presente trabajo

se han identificado 36 mutaciones. De las 18 fam)ili9 eran homozigotas y 8

heterozigotas compuestas.

En la tabla 7 y en la figura 45 se detallan todasnhutaciones encontradas en los

pacientes con XCT.

Deleciones
€.10431054delTGTACCACCTCT

c.1414-1421delGGGGTCCG
Intrénicas

c.844 +1G-T

c.845 -1G. A

c.1184 +1G- A

Mutaciones puntuales
missense p.W268C

p.T339M
p.T343R
p.R395C
p.N403K
p.R405W
nonsense
p.W133X
p.Q230X

p.Q525X

Frecuencia Porcentaje

1

2

8,3%
2,8%
2,8%
5,5%
5,5%
5,5%
5,5%
2,8%
33,3%
2,8%
11,1%
5,5%
2,8%

5,5%

Tabla 7.- Mutaciones encontradas entre lasfamil@&snegrita estdn marcadas las mutaciones no

descritas previamente en la literatura)
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Figura 45.- Frecuencia de las mutaciones encontsagiatre las 19 familias.

La mayoria de las mutaciones identificadas ocasiona splicing andémalo,
corrimiento del marco de lectura o un codon de gam@rematuro, por lo que alteran
gravemente la proteina resultante.

La delecion ¢.1043-1054delTGTACCACCTCT se locakrael exdon 6, mientras
que la delecion ¢.1414-1421delGGGGTCCCG se locaizael exdn 8. Suponen el
11,1% de las mutaciones,

Las mutaciones c.844 +B5T y ¢.845 -1G>A se localizan en el intron 4, mientras
gue la mutacion ¢.1184 +H¥A esté en el intrén 6. Suman el 13,9% de las monasi.

Las mutaciones puntuales suponen el 74,8% del detahutaciones. Hay tres de
tipo nonsensdp.W133X, p.Q230X y p.Q525X). La mas frecuentdaep.R395C que
suma el 33,3% del total. En el exon 3 se localanutacion p.W133X; p.Q230X y
p.W268C estan en el exon 4; p.T339M en el exonB348R y p.R395C en el exdn 6;
p.N403K y p.R405W en el exdn 7 y p.Q525X en el B.1&figura 46 se muestran las
diferentes mutaciones encontradas a lo largo deCyd27A1
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Figura 46.- Representacion de las mutaciones emadas en nuestra serie en el gen CYP27A1.

De las 14 mutaciones diferentes encontradas, 7 amah sido descritas con
anterioridad en la literatura (figuras 47, 48 y.49)
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Figura 49.- Cromatograma de la mutacién ¢.1028 G (p.T343R).

Desde el punto de vista geografico, se objetivO oreyor prevalencia de la
mutacion p.R395C en el norte de Espafa (especitgneenGalicia). Por el contario en
los 3 pacientes procedentes de Andalucia se eddantiuacion p.R405W.

En 3 de las 19 familias se pudo realizar consej@tie en la FPGMX. Uno de los
pacientes era hijo unico, otro tenia una hermaraaja portadora asintomatica y el
tercero tenia dos hermanas portadoras asintomdtiada una de ellas de una de las

mutaciones).
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Figura 50.- Analisis de cluster. Conglomerados aites al relacionar las mutaciones con algunos
valores prondsticos.
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Se realiz6 ekluster jerarquico intentando relacionar las mutaciones algunos
valores pronésticos (la edad al inicio de los siat® y la edad al diagndéstico). Se
clasificaron los 25 casos en 4 conglomerados ea @lasromedio estandarizado de los
valores obtenidos de las diferentes variables @), sin encontrar asociaciones entre
las mutaciones y los diferentes valores introducido

Asi mismo, se realizd el analisis dtuster jerarquico intentando relacionar las
mutaciones con los diferentes sintomas neuroléggiaosque tampoco se encontraran

conglomerados bien definidos.

5.7. Tratamiento y evolucién

Generalmente se inicié tratamiento en el momentodaegndstico. De los 25
pacientes, 5/25 (20%) recibieron exclusivamentelcdcuenodeoxicolico (AQDC),
14/25 (56%) recibieron AQDC asociado a una estabrizb (20%) AQDC asociado a
una estatina y a vitamina E y 1/25 (4%) recibiolesigamente vitamina E (fallecié al
poco tiempo del diagnéstico). De los 19 pacienigs recibieron una estatina, 3/19
(16%) recibieron atorvastatina, 5/19 (26%) simv#asda 8/19 (41%) pravastatina y en
3/19 (16%) no se especifica la estatina. Una ptei@ue sometida a LDL-aféresis
mensual durante 6 afios (con una interrupcion dafienentre medias), a pesar de lo
cual sigui6 progresando neurolégicamente hastaagueedsilla de ruedas.

De los 22 pacientes en los que se dispone de dategguimiento, tan solo 6/22
(27,3%) se han estabilizado. Entre los 16/22 (72,d%e han progresado pesar del
tratamiento, 5/22 han fallecido (22,7%). No se at@odiferencia en la supervivencia
entre los que recibieron AQDC vy los que recibiel@rasociacion de AQDC y de un
inhibidor de la HMG-CoA reductasa. La edad de &afleento varié entre los 47 y 60
aflos con una media de 52 afios. La edad media giddiico entre los 5 pacientes
fallecidos fue de 51 afios, es decir que la supeneia media en estos pacientes fue de
un afo. Por el contrario la edad media de inicidodesintomas neurolégicos en estos
cinco pacientes fue de 15 afos (rango 12-23). Es €asos el diagndstico se retraso
desde el inicio de los sintomas neurolégicos undiange 35 afos. Este retraso en el
diagndstico y por lo tanto en el inicio del tratantd podria justificar una menor

supervivencia de los mismos.
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6. DISCUSION

6.1 Datos epidemiolégicos

Es destacable que de las 19 familias con XCT,s@¢eir un 47,4%) procedian de
la comunidad autonoma de Galicia. Esto podria debar sesgo de la localizacién de
uno de los dos centros de referencia (la FPGM)X3attiago de Compostela, aunque de
las 11 familias valorados en el Hospital Ramon jalca (es decir un 18,2%) procedian
también de Galicia. Por otro lado, es posible gneotras zonas de Espafia
(fundamentalmente por la zona de Catalufia) se hdiggnosticado otros casos de XCT
en base a los niveles de colestanol, (Que se aeatiz el Instituto de Bioquimica Clinica
de Barcelona desde hace unos 10 afios) y que coént@ @ inclusion en este estudio
basado en criterios genéticos altere los resultsolae distribucion geografica.

Por otro lado, es llamativo el retraso medio deafi®s entre el inicio de los
sintomas y su diagnostico. Esto se explica pos@s conocimiento de la enfermedad
hace tan sélo 10 afios. El primer caso (caso 8ytdeserie fue diagnosticado en Gijén
en 1987, en base a los niveles de colestanol adakizen el Hospital Clinico San Carlos
de Madrid (esta determinacion se estuvo realizardel contexto de un proyecto de
investigacion en dicho centro durante unos afioB). segundo caso (caso 7) fue
diagnosticado en Santiago en 1990 en base alleaclFue el primer caso publicado en
la literatura espafiolaNeurologia,1993?). El tercer caso (caso 21) fue diagnosticado en
1992 en base a los niveles de colestanol en suer xantoma realizados en Dijon
(Francia). Posteriormente en 1995 y en 1996 sdqawmbh otros dos nuevos casos en la
Revista de Neurologid*®* diagnosticandose en 1997 otros 2 casos mass(€ago
20). En el 2000 se incluyeron 2 pacientes espaitoles{CT en una serie internacional
en al revistaBrain*. Ese mismo afio se diagnosticaron otros 5 casosemasspafia
(casos 12, 13, 14, 18, 25). En el 2001 y en el Zg0@iagnosticaron otros 2 casos mas
(casos 19 y 22). En el afio 2002 se publicé otiowda mas en la revistdeurologia® y
en el 2003 en la revistlzheimet®. El nimero de pacientes diagnosticados en el 2003
ascendi6é a 8 (casos 1, 2, 3, 4, 11, 17, 23, 24¢l2004 fue publicado un nuevo caso
en el libro “Concurso de Casos Clinicos para Residentes de Megia”*®
diagnosticandose ese afio otros 5 casos mas (ca$psl8, 15, 16). En resumen, a
medida que se ha ido dando a conocer esta enfednaettavés de publicaciones y de
comunicaciones en congresos, se ha logrado diagaogh mayor nimero de pacientes
(figura 51).
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Figura 51.- Evolucién del nimero de casos publisadalel nimero de pacientes diagnosticados.

Por otro lado, las dificultades para la realizaalénas pruebas diagnosticas de esta
enfermedad eran notorias hace 20 afios, al narexisgun centro de referencia en
nuestro pais para su diagnéstico (tanto bioquimmmmo genético) hasta
aproximadamente el afio 2000. Los tres primeroptas diagnosticados en nuestro
pais, lo fueron en base a la clinica, sin pruebagptementarias confirmatorias (caso 7)
0 en base a la determinacion de colestanol realieace| contexto de una tesis doctoral
(caso 8) o en otro pais (caso 21). El establectmida centros de referencia para su
diagnostico tanto bioquimico (Instituto de BioquimiClinica de Barcelona) como
genético (FPGMX, Santiago de Compostela; HRC, MBdambién ha podido influir
en que a lo largo de los ultimos afios se esté dstigando mejor la enfermedad y que
como tal se estén diagnosticando un mayor nUmeeoasbs.

No es sorprendente que exista una relacion estaingnte significativa entre la
supervivencia y la edad del diagnostico (y no eredad de inicio de los sintomas).
Los pacientes fallecidos habian sido diagnosticads tardiamente (51 afios frente a 38
afos de edad media al diagndéstico entre los quéasegivos). Viendo en el estudio
necropsico los acumulos de cristales de lipidoa pdrdida neuronal, parece légico
pensar que si la enfermedad se diagnostica méasyaroimo tal el tratamiento que logra
normalizar los niveles de colestanol se inicia déspcuando el depdsito de colestanol
y la pérdida neuronal ya se han establecido) es pndbable que la evolucién
neuroldgica y por lo tanto el prondstico funciopalital del paciente empeoren. Por lo
tanto, el reto que nos queda de cara al futureg8oar si el diagnostico precoz de los

pacientes (ahora que se conoce mas la enfermeglael se dispone de los medios para
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su diagnastico) y la instauracion de un tratamigmexoz (como ha sido el caso en los

pacientes 4, 9, 14, 24, 25) mejora su pronéstioedio y largo plazo.

6.2. Datos clinicos

El sintoma de inicio mas frecuentemente encontextdda presente serie fue el
retraso psicomotor. Este hallazgo difiere de locdis en la literatura, pues la
afectacion de la via piramidaly la ataxia'?' suelen ser referidos como principales
sintomas de inicio neurologico. La mayor parte g&ase publicaciones pertenecen a
revistas de neurologia general (y no de neuropéiapor lo que podria existir un
sesgo al no incluir los neurdlogos de adultoscufeatemente en la anamnesis los
sintomas que se remontan a la infancia . No se soelir en dichos articulos ningin
test de inteligencia, por lo que es plausible queteaso psicomotor, sobre todo si no es
intenso, no se haya detectado en algunos casagptesiente no se haya incluido en el
interrogatorio. Como consecuencia, parece fundaahertender el conocimiento de la
XCT entre los neurdlogos infantiles, para que legém en cuenta en el diagndstico
diferencial de las enfermedades que cursan comscetpsicomotor, ya que otros
sintomas y signos pueden aparecer mas tardiamente.

Con respecto al resto de sintomas neuroldgicosné&acios, los resultados de la
serie coinciden con los de la literatura, siendaféatacion de la via piramidal (92%) y
la ataxia (80%) los mas frecuentemente encontragkgplidos de la polineuropatia
(64%), el deterioro cognitivo (60%) y los trastosrsiquiatricos (60%). Por lo tanto la
XCT pertenece, fundamentalmente, al diagnésticeerglifcial de las ataxias vy
paraparesias espasticas.

De los 14 pacientes con datos clinicos de detecogaitivo en tan sélo 3 se realizé
estudio neuropsicolégico (casos 21, 22, 23). Losdéss neuropsicoldégicos mostraban
un trastorno grafo-perceptivo. El perfil clinico nmayoria de los casos sugeria una
demencia de tipo fronto-temporal, coincidiendo tmudescrito en la literatuta Es de
destacar la carencia de neuropsicologos en ehsssanitario publico espafiol, pues a
pesar de la sospecha clinica, en la mayor partesdeasos no se ha podido confirmar
mediante estudio neuropsicoldgico completo.

De los 15 pacientes con clinica psiquiatrica, 13P4Ptenian depresién, llegando a
realizar uno de ellos (caso 1) un intento autalitiEstos hallazgos también coinciden
con lo comunicado en la literatdf4**® aunque en nuestra serie, la proporcién de

pacientes con sintomas psiquiatricos (15/25, 60%guperior (Lee y colaboradot&s
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en su articulo presentaron tres casos con depregdras revisar la literatura estimaron
en un 20% la frecuencia de depresion). Berginecolaboradoré$® en 1988
describieron entre 38 casos 4 con prominentes ms&#o psiquiatricos, como
alucinaciones auditivas, catatonia y agresividad.nkEestra serie de 25 pacientes, 1
tenia esquizofrenia, 2 trastorno de la personalidd@drastornos de conducta, es decir
globalmente 6 tenian otro tipo de afectacion péimiga ademas de (o0 en un caso en
lugar de) depresion.

Un caso con parkinsonismo y casos previos endetiir&’'*obligan a considerar
este diagnaostico en el estudio de los sindromésnsanianos de inicio juvenil.

Con respecto a la presencia de cataratas, lozfaeflade esta serie son también
congruentes con lo descrito en la literatura, me&eencontraron en 23 de los pacientes
(92%). Estas cataratas suelen aparecer en la pridéerada y se suelen diagnosticar e
intervenir en la tercera década (la edad mediaiagndstico fue de 28 afios), al igual
que mencionan otros autot€s De los 23 pacientes con cataratas, en 13 dg eliose
pudo identificar el tipo de catarata, al no figutatos en la historia clinica. De los otros
10, 3 tenian opacidades puntiformes periféricasmuafectaban a la funcion visual, 2
cataratas subcapsulares posteriores, 1 subcapsupmsteriores y anteriores, 2
capsulares posteriores, 1 polares anteriores ypsuta anterior y posterior. Las
cataratas corticales y subcapsulares son mas enéeslen la poblacién joven, mientras
que en la poblacion senil, la catarata tiene unpom@nte mayoritariamente nuclear.
Como describieron Cruysberg y colaboradbresn 1995, nuestros hallazgos también
hablan a favor de que no existe un claro patréeldipo de cataratas, pudiendo ser
éstas de tipo polar anterior, subcapsular postedorsimplemente opacidades
corticonucleares, siendo el tnico factor llamatswedad de presentactéh

Ademas, 7 pacientes tenian datos de neuropatigadfiina alteracion de los
potenciales evocados visuales y/o una atrofia aamibn un déficit de la funcion
visual). Dotti y colaboradoré en el 2001 también describieron esta asoci&tidBn
un paciente se objetivd la presencia de fibras ddima peripapilares, hallazgo de
dudoso significado (pues es congénito), no desariteriormente. Tan solo un paciente
presentaba xantelasmas, asociacion conocida pexopgrece tener una frecuencia
relativamente baja (4% en nuestra serie).

El antecedente de diarrea solo se registré en 1@sdeacientes, siendo negativo en
tan solo uno de esos casos. En el resto de ca®psd ke menciona este antecedente en

la historia. Vemos por lo tanto que se trata deintoma bastante persistente (11/12, es
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decir en 92% de los casos en los que se preguhta 8, que puede ser util por lo
tanto como un dato més a favor de la enfermedad, qpee con frecuencia (en el 52%
de las historias) se omite. Estos datos coincidem los encontrados por Verrips y
colaboradoréd®y por Van Heijst y colaboradore

Se observaron xantomas en el 56% de los pacientesi@stra serie. Esta cifra es
similar a la publicada por Verrips y colaboraddfé®en el 2000. En ese articulo
insistieron en la confusién provocada por el nomiieela enfermedad (que sobre-
entiende la presencia de xantomas como un crifaridamental) como una posible
causa del infradiagandstico de la misma. Llamaacaténcion sobre que en ningln caso
debe la ausencia de xantomas excluir el diagnosticestra serie también confirma
que tan solo la mitad de los pacientes con estxrapfiad tienen xantomas y que por
lo tanto su ausencia no es ningun criterio de sk En cuanto a la localizacion,
todos los pacientes con xantomas tenian afectagjoitea y el 50% tenian afectacion
multiple. Estas localizaciones (tibial, codos, ifgkingica), aunque no cuantificadas
anteriormente coinciden con lo mencionado por Mdgkin y colaboradorks

Finalmente se intentd agrupar la afectacion negrodddesde el punto de vista
funcional a través de la escala de discapacidadKultzke, encontrandose una
puntuacion media al diagnéstico de 4,8. Esto tradue se trata de una enfermedad
moderadamente incapacitante a edades tempranedafamedia al diagndstico fue de
38 afos). No se habia cuantificado el grado deapgecidad en estos pacientes con
anterioridad. Se encontré una relacion estadisaosnsignificativa entre la edad del
diagnéstico y el grado de discapacidad, siendo miaydiscapacidad a mas tardio el
diagnéstico. Es légico pensar que dado que se deatana enfermedad degenerativa
cuanto mas se retrase el diagnostico, mayor semfetdacion neurolégica y como tal
mayor la incapacidad del paciente. Esto refuerza wer mas la importancia de un
diagndstico precoz de cara a poder iniciar un rregato precoz, argumento sobre el
que otros autores han insistido también

Verrips y colaboradoré$ presentaron en 1999 siete casos de XCT con una
afectacion espinal pura, sin afectacion neurolédeatro tipo y sin xantomas, por lo
que recomendaba incluir la XCT en el diagnésticterdncial de las mielopatias
crénicas. Unos afios antes, en 1992, Rogelet y maldore$™ habian publicado dos
hermanas con XCT con una presentacion predominantenespinal, pero que también
asociaban deterioro cognitivo y xantomas tendinodes nuestra serie hemos

encontrado 7 pacientes con presentacion predoreimante espinal, de los cuales 2
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tenian una afectacion espinal pura (sin otros siaso neurolégicos), junto con
xantomas; 1 tenia mielopatia y polineuropatia,xsintomas; 4 tenian una afectacion
predominantemente espinal pero ademas otros sistomaoldgicos (2 tenian retraso
psicomotor, 1 epilepsia y 1 retraso psicomotoriljeppia) y sin xantomas. Esto supone
que un 28% de los pacientes de muestra serirdavigna forma de presentacion que
fue predominantemente espinal, por lo que conclsiaidgual que Verrig$ que debe
de tenerse en cuenta la XCT en el diagnésticoatiféal de las mielopatias cronicas
(tanto si tienen antecedentes familiares, comoosiah tratarse de una enfermedad
autosdmica recesiva).

Rasgos faciales dismorficos reconocibles estuvignasentes en un 16% de los
casos de la serie, alteraciones en las manos 8Bounalteraciones en la cavidad oral
en un 12%. Puesto que se trata de hallazgos pest@ah paciente con hipertrofia
gingival, otro con paladar ojival, otro con labepbrino; un paciente con dedos en
palillo de tambor, otro con aracnodactilia), ndes@uede adjudicar ningun significado
ni valor diagnoéstico concreto. También se encomsdoliosis en el 16% de los
pacientes, hallazgo anteriormente comunicado y Fpderico y colaboradorés en
1993 relacionaron con una posible osteoporosisupar alteraciéon en el transporte
intestinal de calcio a su vez debida a la alteracié la composicién y cantidad de
acidos biliares. Finalmente un 64% de los pacgenémia pie cavo, hallazgo ya
conocido, pero para el que hemos encontrado uwvalpreia probablemente mayor de
la esperada. De estos 16 pacientes, tan solo d wenéstudio neurofisiologico normal
(aunque con valores de las velocidades de conduooidora y sensitiva en el limite) y
en 3 pacientes no se llego a realizar. En el mstims casos si se pudo documentar la
presencia de una polineuropatia como probablerodgépie cavo.

Otro dato llamativo es que se encontré una relaegiadisticamente significativa
entre la edad del diagnéstico y la existencia dandifias, de polineuropatia, de
epilepsia y de demencia, siendo la edad de diagoastenor entre los pacientes que
tenian estos sintomas, con respecto a los paciguogenian afectacion de la via
piramidal, ataxia, parkinsonismo, retraso psicomatdrastornos psiquiatricos. Es de
suponer una mayor preocupacion de la poblacibnaha@rtos sintomas o signos
(dismorfias, neuropatia, epilepsia, demencia) s Ha llevado a demandar una
asistencia sanitaria mas precoz, con respectooa etntomas (afectacion piramidal,
ataxia, retraso psicomotor, alteraciones psiqo&g)i que son mas dificiles de reconocer

0 menos importantes para la poblacion o que relaci@on otro tipo de especialistas.
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Ademas, se encontré una relacion estadisticamégnéicativa entre la edad de
inicio de los sintomas y la presencia de xantomsiasdo el inicio de los sintomas mas
precoz en los pacientes que no tenian xantomapo&eéa argumentar que todo el
colestanol que se acumula a nivel de los tendoodse hara a otros niveles al menos
hasta fases mas tardias. Por ello, si el colessnatumula a nivel cerebral mas tarde,
los sintomas neuroldgicos seran posteriores. Ntaotes no se puede demostrar esta
hipotesis, puesto que desconocemos el motivo pgquelel colestanol se acumula en
unos tejidos mas que en otros (por ejemplo porsguacumula a nivel de los nucleos
dentados de manera preferente en el cerebelo).

Kuriyama y colaborador&¥ objetivaron en 1991 la presencia de miocardiopatia
isquémica asociada a la enfermedad con una freleugune estimaban como superior a
lo previamente publicado. En nuestra serie, no lgetiearon alteraciones cardio-
vasculares en ninguno de los pacientes, si bisaraln estudio descriptivo, tan s6lo nos
basamos para hacer la estimacién en los antecedgimieos, en la radiografia de térax
y en el electrocardiograma (en la mayor parte depkcientes no se habia realizado
ningin ecocardiograma). Por otro lado, Dotti y botkadore§* encontraron en 1998
una hipertrofia lipomatosa del septo atrial (HLSA)4 de 9 pacientes con XCT. Puesto
gque en la mayoria de los casos no se habia realirzadcardiograma, deben
interpretarse estos datos con reservas, no pudiérsaluir del todo la existencia de
una afectacion cardiaca.

Un 12% de los pacientes asociaba nefrolitiasis Y@P%6 colelitiasis, hallazgos ya
descritos con anterioridad y probablemente reladoa con la deficiencia de sales
biliares.

Un 12% de los pacientes tenian una afectaciomdéiao(un nodulo tiroideo, un
hipotiroidismo y una tiroiditis autoinmune). No ba relacionado anteriormente la
afectacién tiroidea con la XCT. Si bien el nimem phcientes con este tipo de
afectacién es reducido (3 pacientes de entre 2f&)s dallazgos son a tener en cuenta.

Dos pacientes tenian una enfermedad reumatologsmiaala (uno artritis
reumatoide y el otro una enfermedad de Marfan iqdeta). Otros 2 pacientes tenian
una enfermedad intestinal (uno intolerancia a tdoka y el otro una enfermedad
celiaca y una malrotacion intestinal). Al tratarde casos aislados, no pueden
interpretarse estos hallazgos como relacionadosla@mfermedad. Tampoco se han

descrito en la literatura estas enfermedades aaras con XCT.
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6.3. Pruebas complementarias
6.3.1. Andlisis

La prueba bioguimica habitualmente utilizada comaoya principal al diagndéstico
de XCT es el colestanol plasmatico. Es de destoambargo que tan sélo contamos
en esta serie con la determinacidon de colestanal8% de los pacientes. Al habernos
basado en el estudio genético como criterio diagoéy siendo un estudio puramente
descriptivo), en mas de la mitad de los pacies¢eBabia omitido esta determinacion.
El criterio de facilidad de acceso, de cercaniaggdira y el coste econdmico
probablemente hayan sido los responsables de estolados: al tener uno de los
centros de referencia en Santiago de Compostelta srayor parte de los pacientes
procedentes de Galicia el diagnostico se ha basadtusivamente en el estudio
genético. Por el contrario en el resto de areag&sfmfa con frecuencia el estudio
genético se ha realizado una vez obtenido el eeBulte la determinacion de colestanol
realizada en el Instituto de Bioquimica ClinicaBrcelona. Es posible que existan
otros pacientes con la enfermedad diagnosticadosissxamente en base la clinica
junto con los niveles de colestanol y en los queebaya completado el estudio desde
el punto de vista genético, por lo que no se teogatancia de los mismos en nuestros
centros de referencia.

El rango de la normalidad de los niveles plasmatide colestanol esta entre 2 y
12,6 umol/L. Los niveles detectados en los pacientes X1 de esta serie son
claramente superiores a este rango (entre 5 y 2@svel valor superior de la
normalidad), con una media de 1120l/L (es decir diez veces el rango superior de la
normalidad) y encontrandose la mayoria de los galentre 50 y 12Emol/L. Puesto
gue cada laboratorio tiene sus propios rangos dmaitiolad, no hay datos en la
literatura sobre la distribucion de estos niveliesabre su significado. Cifras elevadas
de colestanol no son exclusivas de la XCT, y puedleservarse, por ejemplo, en
enfermedades hepaticas, fitosterolemia, hipotisoii e hiperlipoproteinemia familiar
tipo Il. También pueden encontrarse elevacionesenaatds en portadores heterozigotos
asintomaticos.

Es llamativo el hecho de que no se observo ningeiaaion significativa entre los
niveles de colestanol y el grado de discapacidagegar de que en la literatura se
sobreentienda que unos niveles de colestanol re@adas se relacionan con un peor

pronéstico funcional y vital, habiendo utilizadog@hos autores los niveles de
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colestanol como método de monitorizacion de lauesia al tratamiento, los resultados
de nuestra serie ponen en duda esta aplicaciére st 12 pacientes en los que si se
determinaron los niveles de colestanol no se ha gge en los pacientes con mayor
discapacidad funcional los niveles de colestanetan superiores. Esto en parte se
explica por la dispersion de los datos obtenido®a limitacion importante para poder
alcanzar conclusiones definitivas sobre la relaaétre el nivel de colestanol y el
pronéstico funcional es que desconocemos en gratideéa evolucién natural de la
enfermedad, al ser una enfermedad tan poco prégaleml contar con series tan
reducidas. Ademas, a cada paciente se le ha @aliaaleterminacién de colestanol en
el momento del diagnéstico, es decir a una edagtatife y en un momento de la
evolucion natural de su enfermedad diferente y céahces dificil interpretar estos
resultados. Para ello, seria necesario estudiannepaciente con la enfermedad la
evolucion natural de esta determinacion (si hayagames segun el sexo, la edad y
diversos factores ambientales), para posteriormpotier interpretar los resultados
obtenidos tras la instauracion del tratamientoacgge nunca va a ser posible por
motivos éticos. Por lo tanto, debemos insistir @a ljay que tener precaucion a la hora
de interpretar el significado de los niveles deestainol. Unos niveles muy elevados son
muy Utiles para establecer el diagnostico de larerddad, pero no tienen valor
prondéstico ni de seguimiento terapéutico demostragmeden en ocasiones llevar a
confusiones. Por otro lado, Siman-Tov y colaborasdt plantearon en el 2006 que la
administracion de esteroides podria reducir loslas’de colestanol como consecuencia
de un aumento de la actividad de la CYP27A1 y deY&3A4 por afectacion de los
procesos transcripcionales y postranscripcionakes. decir, que incluso algunos
tratamientos concomitantes podrian influir sobeeriveles de colestanol.

Otras cifras que subrayan la mala correlacion eetraivel de colestanol y el
pronostico funcional las encontramos en el gruppat@entes que fallecieron y en el
grupo de inicio mas temprano. Llaman la atencidosumenores niveles de colestanol
entre los pacientes que han fallecido con respadtms pacientes que siguen Vivos.
Teniendo en cuenta que los pacientes que hanitkdlson los que se han diagnosticado
de una manera mas tardia, podriamos deducir guaseiases mas avanzadas de la
enfermedad los niveles de colestanol son menoriea. f@sible explicacion para este
hallazgo podria ser que en los pacientes que éallet colestanol se deposita en los
diferentes tejidos (cristalino, tendones, cerelyrgue por ello es menor el colestanol

circulante en sangre.
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Por otro lado se encontraron unos menores nivedesolbstanol en los pacientes
que iniciaron mas precozmente con sintomas neucokgEsto a su vez podria
relacionarse con una curva de niveles propia desnfarmedad en la que en las fases
iniciales los niveles fueran bajos o con el hechogde algunos pacientes tienen una
mayor susceptibilidad al acumulo de colestanobesridjidos, y que por lo tanto en ellos
el colestanol en sangre fuera menor. No obstanteocga hemos indicado con
anterioridad tan sélo se trata de hipotesis, nogmaid demostrarse ninguna de ellas al
no conocer la evolucion natural de la enfermedad.

Con respecto al colesterol, Moghadasian y colatmwestlya publicaron en el 2004
gue los niveles de colesterol en los pacientesX@hn solian ser normales. En nuestra
serie encontramos también unos niveles de coléstermales, con una media de 175
mg/dL. Se intento relacionar los niveles de celadtcon los diferentes sintomas y con
la supervivencia de los pacientes, no encontrandimggina relacion estadisticamente
significativa. Por lo tanto, no parece que el deled se relacione con ningun factor
pronéstico, ni funcional de la enfermedad. Shoreolaboradore$® describieron en
1981 un perfil lipidico aterogénico en los pacisnten XCT que incluia una reduccion
de la HDL, con un aumento de los ésteres de cotdstale los triglicéridos que no ha
podido demostrarse en esta serie. Por otro ladoajoria de los pacientes de nuestra
serie estaban recibiendo el tratamiento combinadd@DC y una estatina.

Kuriyama y colaborador&¥ describieron en 1991 que en algunos pacientes con
XCT puede objetivarse un leve aumento de las prage¢n el liquido cefalo-raquideo y
gue incluso en ocasiones se puede detectar calegteolestanol. En el 20% de los
pacientes de nuestra serie se realiz6 una punadbdr, siendo la bioquimica del LCR
normal en todos los casos. No se estudio la presdeccolesterol/colestanol en LCR
en ninguno de los casos.

En nuestra opinion, el estudio genético tiene aguwentajas frente a la
determinacion plasmatica de colestanol y deberiasiderarse la primera prueba

complementaria ante la sospecha clinica.

6.3.2. Pruebas de imagen
Uno de los primeros autores en hablar de las psudbaimagen en la XCT fue

Berginef*°

, que en 1981 publico los resultados de la TC alamalizada a 9 pacientes
con XCT. Los principales hallazgos que describiérdn la hipodensidad de la

sustancia blanca supra e infratentorial y en tdo 8o caso encontré una afectacion
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focal a nivel de los hemisferios cerebelosos. Eestia serie en 9 de los casos se realizo
TC craneal. En 5 de estos 9 casos (55%) se visuaha hipodensidad simétrica a
nivel de ambos ndcleos dentados. La proporciéradeptes en los que se encontré esa
imagen tan caracteristicas es por lo tanto bastamperior en nuestra serie a la
encontrada por Bergingf. También la calidad y la accesibidad de la TC ajorado
considerablemente en estos 20 afios. No se en@mtrihgun paciente la hipodensidad
de la sustancia blanca descrita por BerdffieBi se hallé en otros 2 casos una atrofia
mayor de la esperada para la edad del paciente.

Con respecto a la RM, Barkhof y colaboradtresublicaron en el 2000 los
resultados de las RM craneales realizadas a 2érgasicon XCT, concluyendo que en
esta enfermedad se produce una afectacion de fansias blanca periventricular, el
globus pallidus los pedunculos cerebrales, los ndcleos dentd@@sistancia blanca y
las olivas inferiores. Posteriormente se ha idaddeque la afectacion radiologica mas
caracteristicas en esta enfermedad es la gliososenicleos dentados, rodeada de areas
de licuefaccidon, hasta casi considerarse estaaaféot como patognomonica de la
enfermedatf’. En nuestra serie se realiz6 RM craneal a 23 sl@3opacientes. De los
otros 2 pacientes, en 1 no se tienen los datasspécto y en el otro no se hizo al estar
casi asintomatico (se diagnostico al completarstlicto genético a los hermanos).
Vemos por lo tanto como la RM es claramente lalpwe imagen de eleccién en este
tipo de pacientes y como su accesibilidad en tadgbgrafia nacional es uniforme. Los
hallazgos mas frecuentemente encontrados fueratrdéia cortico-subcortical (en el
61%) y la hiperintensidad de los nuacleos dentadwos € 61%). Ademas, el 30%
presentaban una hiperintensidad de la via piram&laR6% leucoaraiosis y el 8%
lesiones de aspecto desmielinizante. En 5 casés)(22 RM craneal fue normal. Estos
hallazgos con parecidos a los descritos por Batkhainque con respecto a la literatura
posterior es llamativo que la afectacién de losleus dentados sea probablemente
menos frecuente de lo esperado. De los 10 pasiemdos que la RM no mostraba
afectacion cerebelosa, 3 eran formas espinales,ptieran formas predominantemente
espinales, con algun sintoma neurolégico de mergnitud que la afectacion espinal,
y los otros 3 casos eran formas tipicas pero detgramlas de una forma precoz (edad
inferior a los 30 afos).

En primer lugar es de destacar como en las faggal@s de la enfermedad la RM
craneal suele ser normal. Al tratarse de una emf@aohdegenerativa, el colestanol se va

acumulando lentamente en los tejidos, por lo queprahcipio el depdsito es
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microscopico y posteriormente segun evoluciona réerenedad se va haciendo

macroscopico. Por lo tanto deducimos que cuandeeypuede visualizar en la RM

craneal la afectacién cerebelosa, estamos ya es fasy avanzadas. Una vez mas,
estos hallazgos nos permiten incidir en la impa@itade un diagnostico precoz y en que
una RM craneal normal no permite excluir esta enéelad.

En segundo lugar es de destacar como también @éépadmto de vista radioldgico
se pueden identificar dos subtipos de pacientedgaientes en los que el colestanol se
deposita predominantemente a nivel cerebeloso ycque tal desarrollan la forma
clasica con sintomas neurologicos supratentor@ilessos pero con importante ataxia
y los pacientes en los que el colestanol se deppsgdominantemente a nivel medular
y que desarrollan la forma predominantemente ekmioa algun sintoma supratentorial
de diversa intensidad.

Finalmente 2 pacientes tenian una malformacion ldariCtipo I, un paciente unos
senos craneales agrandados, y un paciente higramdescos subdurales. Estos
hallazgos al contar con una frecuencia de aparidémasiado baja son de dudoso
significado y de dudosa relacion con la enfermeddml.hay casos publicados en la
literatura con estos hallazgos en la RM.

En resumen, con respecto a la RM craneal, la @iéctae los nucleos dentados es
muy sugestiva de la enfermedad, aunque so6lo apareee61% de los casos. También
es frecuente la presencia de atrofia, y la afemtade la via piramidal. No obstante, los
pacientes en fases precoces de la enfermedad palwentes con formas espinales
pueden tener una RM craneal normal, por lo quepinaba de imagen normal no
permite excluir el diagnostico, especialmente girsentacion clinica es de predominio
espinal o si la edad es menor de 30 afios.

Cuende y colaboradoré8 propusieron en 1996 la utilizacién de la RM crapeaa
valorar la respuesta terapéutica. Ante los hallazgeriormente descritos parece dificil
pensar que la RM craneal pueda ser de interésebagguimiento de la enfermedad.
Esta prueba no podria emplearse ni en las forneoees, ni en las formas espinales
(que en nuestra serie ya supondrian el 43% deasssg Ademas, cuesta creer que
permita diferenciar los cambios acontecidos en umeses, dado que ni siquiera es util
en las formas precoces (antes de los 30 afios).

De Stefano y colaboradofés publicaron en el 2001 los hallazgos de la
espectroscopia realizada a 12 pacientes con XCdgnénando un descenso del ratio

NAA/Cr que se correlacionaba con la discapacidaoh yaumento del ratio La/Cr por
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afectacion del metabolismo mitocondrial. En nuestiae se habia realizado espectro-
resonancia en dos pacientes, que fue normal. N@ardbsse trataba de dos pacientes
con formas clinicas predominantemente espinalelgseque la RM craneal basal habia
sido también normal.

A nivel medular Barkhof y colaboradotéslescribieron un aumento de sefial en T
en las columnas laterales y dorsales. En nuegieataa solo se realizé RM espinal en 8
pacientes (32%), de los cuales en tal sélo 2 (2&)bjetivaba un sutil aumento de
sefal del cordon medular. Por lo tanto a diferededo descrito en la literatura, la
proporcion de RM medulares patoldgicas fue baj&o2plos hallazgos encontrados en
éstas fueron sutiles y difusos, no habiendo loadbzla afectacién a nivel dorsal y
lateral como mencionan otros autores. No obstdméraero de casos es bajo y existe
una variabilidad en la interpretacion de las imé&geentre radidlogos, por lo que

conviene ser cautos a la hora de interpretar ésitaEzgos.

En dos de los pacientes se intent6 realizar unadaafia por emision de fotdn
anico (SPECT), aunque tan solo en uno de los casosoncluyente. Esta prueba
demostraba una hipoperfusion generalizada, tamatditemporal, como fronto-
parietal, de hemisferios cerebelosos, y de predomen hemisferio izquierdo.
Clinicamente el paciente habia cursado con unscetpgicomotor desde la infancia,
ataxia, parkinsonismo y pie cavo, por lo que vemuoe los hallazgos encontrados
parecen corresponder con la clinica de retrasopsitor y ataxia. Guyant-Marcehal y
colaboradores presentaron en 2005 un caso de XCT que habia atkbuibn una
demencia fronto-temporal y en el que el SPECT ifaaahcia de nuestro caso- tan solo
habia mostrado una hipoperfusén cerebelosa. Rongfario, el equipo de Castelndlo
si habia descrito dos afios antes una hipoperfiisidporal en un paciente con XCT
con retraso mental, ataxia y epilepsia. En resumerexiste ningun patrén especifico
de SPECT descrito en la XCT. Comparado con los @tms casos publicados, si
parece que el paciente de nuestra serie tenia iupefusion mas extensa y

generalizada.

Kuwabara y colaboradoré8 describieron en 1996 un paciente con XCT vy
parkinsonismo en el que el PET con 6-fluorodopagesa una afectacion de las
neuronas dopaminérgicas presinapticas. Ademas,agkrge, que inicialmente no

mejoraba con L-dopa, si lo hizo con AQDC, pravastay LDL-aféresis. En nuestra
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serie se ha realizado un DaTSCAN en una paciemackinsonismo. A diferencia de
lo anteriormente descrito ese DaTSCAN era comigatibn un parkinsonismplus

Ademas, esa paciente no mejoré con el tratamieopardinérgico, ni con la LDL-
aféresis, ni con el AQDC. Una vez mas, se obseavayran heterogenicidad de

presentacion clinica, neuroimagen y respuestadatiag.

Con respecto a los tendones, se realiz6 una radiagte los tobillos en 2 pacientes,
visualizandose en uno de ellos un aumento de phkesias. Cuando Van Bogdert
describié la enfermedad por primera vez en 193 bitamutilizé esa prueba de imagen
al ser la Unica disponible en aquella época. Fosteente Ortega y colaboradot&s
describieron la existencia de areas ecogénicassoarbra acustica en ausencia de
calcificaciones demostrables en la TC como patogmica de infiltracion del tenddn
por cristales lipidicos y como tal muy sugestivdadgCT">* En nuestra serie se realizé
ecografia de tendon en un paciente siendo loszigakasimilares a los descritos por
Ortega y colaboradorEé (un engrosamiento muy marcado hipoecoico connalgu
zonas que dejan sombra acustica posterior). Fimdémeada vez se viene utilizando
mas la resonancia magnética para el estudio déefaones. Ya en 1993, Pardo y
colaboradorée$ describieron el resultado de la RM de tendonesirerpaciente con
XCT, en el que encontraron un agrandamiento difisdos mismos, con &reas de
hipersefial, otras de isosefial y otras de hipoSefn nuestra serie se completé el
estudio con RM de tendones en 5 pacientes (el 2Bfojodos los casos, la RM mostro
un engrosamiento fusiforme de intensidad heteragédmedlazgo acorde con lo descrito
en la literatura. En algunos casos incluso la RMmge& diagnosticar pequefios

xantomas que no eran visibles anatbmicamente.

6.3.3. Estudios neurofisioldgicos

Se realiz6 electroneurografia en 18 de los paderde los cuales 6 fueron
normales. De los 12 restantes, 7 (39%) mostrabgpatndn desmielinizante, 4 (22%)
un patrén axonal y 1 (5%) un patréon mixto. Las malgiones al respecto son
contradictorias. Algunos autores como KuritzZRyy Argov*?* han publicado que la
polineuropatia que se produce en la XCT es predomtémente desmielinizante.
Argov?? ademas completé el estudio de sus casos con paidide nervio sural que
mostraba un pérdida de fibras de mielina, unaferakion de las células de Schwann,

una formacion de bulbos de cebolla y la existedei@egmentos de desmielinizacion y
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de remielinizacion, datos que también apoyaban riglelw desmielinizante de la
polineuropatia. Cuende y colaboraddféstambién visualizaron en 1996 una
desmielinizacion segmentaria en la biopsia de nesural. Por contrario, otros autores
como Tokimurd® han descrito una polineuropatia de predominio akd¥stos autores
incluso llegaron a plantear una hipoétesis etiopatioig segun la cual la neuropatia en la
XCT podria deberse a una axonopatia distal quesaéetos axones largos antes que a
los mas cortos. En resumen, los hallazgos de musstie indican que en la XCT puede
existir una neuropatia tanto axonal, como desnizgliite. La forma desmielinizante es
mas frecuente (58% de los pacientes con polinetippaunque en un 33% puede ser
axonal y en un 8% mixta.

Los potenciales evocados somato-sensoriales (PiE&®N patoldgicos en 8 de los
9 realizados. De estos 8, 4 mostraban una afentagidusiva en miembros inferiores,
mientras que en los otros 4 la afectacion era demimios tanto inferiores como
superiores. En todos los casos la alteracion démsianto en un aumento de las
latencias, como en una desestructuracion del toazigersos autores han descrito con
anterioridad una afectacién de los PESS en mienmbfesores que han relacionado
con una posible degeneracién axonal didtat® La afectacion de miembros tanto
inferiores como superiores que hemos encontrada emtad de nuestros pacientes y
gue no se ha descrito con anterioridad podria sporeder a un estadio mas grave de la
enfermedad, es decir la degeneracion axonal gisthia producirse inicialmente en los
miembros inferiores que son mas largos y postegatenen los miembros superiores.

Se realizé la conduccién motora central (CMC) es placientes, hallando en ambos
casos una afectacién de la via cortico-espinaltdsil. Ugawa y colaboradot&s
publicaron en 1988 los resultados de las velocslageCMC de 3 pacientes con XCT,
que estaban retrasadas fundamentalmente en MMHciBearon estos hallazgos con
una probable desmielinizacién del tracto corticoeslpy de las columnas posteriofes
Unos afios mas tarde, en 1992, Restuccia y colatr@sitf plantearon la utilidad de la
CMC y de los PESS en la monitorizacion de la resjaual tratamiento y de la
evolucion de la enfermedad. En nuestra serie sibgdivaron unas CMC alteradas,
fundamentalmente en MMII. No se realizé ningun oanévolutivo, por lo que no se
pueden sacar conclusiones sobre su utilidad emtatonizacion de la enfermedad.

En un paciente de nuestra serie se realiz6é eljgadle parpadeo, que mostrd una
lesion tronco-encefalica a nivel pontino bilateddb hay datos en la literatura con

respecto a este tipo de pruebas. No obstante @éiedo parece ser congruente, puesto
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gue sabemos que el colestanol tiene cierto tropndos nucleos dentados, por lo que
parece légico que este reflejo se haya visto alted® manera bilateral.

Se realizé electroencefalograma a 12 de los pasermte los cuales 5 fueron
normales, 2 estaban desestructurados, 2 mostrabdas agudas, 2 punta-onda
generalizadas y 1 ondas lentas. Meiner y colaboedopresentaron en 1994 dos
pacientes que tenfan una actividad desorganizadd EEG con ondas lenf4s Asi
mismo, unos afios mas tarde Van Heijst y colaboestdBrobservaron ademéas de una
actividad desorganizada algunas ondas agudasoRantb los hallazgos de esta serie
parecen coincidir con lo anteriormente descrito yo rrevelan datos
electroencefalogréaficos especificos en la XCT.

Los potenciales evocados (PEV) visuales presemtab@umento de las latencias y
un trazado desestructurado en 7 de los 10 estusltizados. Otros autores ya habian
descrito con anterioridad este tipo de alteracitAesue parecen estar relacionadas con
un posible acimulo de colestanol en el nerviocopti

Federico y colaborador®é presentaron en 1991 los resultados de las biopsias
musculares realizadas en 8 pacientes con XCT. HEmacon un aumento en la
variabilidad del tamafio de las fibras, un engrosatoi fucsinofilico periférico en
bastantes fibras, y en la microscopia electronimasuagregados mitocondriales en la
region subsarcolémica, algunas inclusiones patalinas tipicas y gotas de lipidos
neutrod®’. Unos afios més tarde Dotti y colaborad§rasresentaron un caso de XCT
con disfuncion mitocondrial generalizada. En nuesérie, se realizé biopsia muscular
en 2 pacientes, sin objetivarse alteraciones dgtales, ultraestructurales, ni
inmunohistoquimicas.

En 7 de los pacientes de la serie se biopsié ébtenencontrandose un xantoma
tendinoso, con células espumosas, deposito deteaey tejido conjuntivo. Estos
hallazgos son similares a los ya descritos porsotratore®?1°1%3® Como (nica
aportaciéon, una de las muestras fue enviada a Dijomde se determinaron las
concentraciones de ésteres, hallandose en 100entgjido 26,2ug de colesterol, 50
ng/mg de colestanol y 34 ng/mg de 8-lastosteroln@ldisponer de otra literatura al
respecto, sobreentendemos que estas concentm@oneelevadas, sin poder afadir

otro valor a este hallazgo.
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6.4. Estudio necropsico

Durante el seguimiento falleci6 uno de los pacentefue posible realizar un
estudio necrépsico en ese caso, objeto de unacpaidin en elournal ofNeurology®’.

Solo tenemos conocimiento de otros cicno casos@E estudiados postmortem en
la literatura. Desde el punto de vista macroscpasoprincipales alteraciones incluyen
atrofia cerebral y depdsitos amarillentos multiptas los plexos coroideos y en la
sustancia blanca cerebral y cerebéefo§2>'% En nuestro caso también se encontré
atrofia (peso 1210g) y una coloracion amarillentea @in aspecto granular de los
nacleos dentados, del mesencéfalo, de dtbus pallidusy la sustancia blanca
periventricular, asi como unos nédulos de 1-2 mioeplexos coroidedy.

Desde el punto de vista microscoépico las princgpalescripciones de la literatura
incluyen desmielinizacion y gliosis extensas esuatancia blanca cerebelosa y en las
vias piramidalé§'® con mudiltiples hendiduras con cristales lipidicisperso¥, asi
como acumulo de células espumosas y de matenmabdneo similar a la mielina,
fundamentalmente alrededor de los v&s®s La mayoria de los autores relacionan
estos hallazgos con el actiimulo de colesterol yotistnol en los tejidos afectadfds
que pueden ser neurotéxicos y provocar axondpatin nuestro caso se encontraron
acumulos perivasculares de histiocitos espumosapositos extracelulares vy
perivasculares de materiahielina-like astrocitosis reactiva, areas de inflamacion
cronica rodeando hendiduras de cristales de lipyjdosa severa pérdida neuronal y
desmielinizacion, todo ello fundamentalmente a Inde los nucleos dentados, la
sustancia blanca cerebelosa, el mesencéfalglédmis pallidusy la sustancia blanca
periventricular. Por lo tanto, estos hallazgos cidien plenamente con lo publicado en
la literatura y apoyarian el acumulo de colestapotolesterol en las estrcturas
encefalicas como mecanismo etiopatogénico fundahent

La repercusion de las lesiones anteriormente dasaonfirma que se trata de una
enfermedad grave, en la que se produce una exédestacion a nivel cerebral que
parece poco probable que pueda ser reversible l@mgortante pérdida neuronal, la
desmielinizacion y el acimulo de matenaklina-likey de cristales de lipidos) una vez
instaurado el dafio celular y tisular. Una vez me&stos resultados subrayan la
importancia de un diagnéstico precoz, con el finimieiar el tratamiento lo antes
posible, antes de que se produzcan estas gravasaeserebrales.

Por otro lado, puede ser interesante realizar wmeelacion entre los hallazgos

anatomo-patolégicos, clinicos y radiologicos e esiso. Este paciente habia debutado
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con un retraso mental leve y esquizofrenia paranbatia los 40 afios. Posteriormente
hacia los 50 afios presentd signos de neuropatiaapplteracion de la marcha
(parkinsonismo y ataxia) y deterioro cognitivo. |[Bmprimera RM craneal realizada a los
50 afos tan so6lo se objetivaba una atrofia codidaeortical fronto-parietal bilateral. A
lo largo de los 5 siguientes afios el paciente sed&ieriorando hasta precisar silla de
ruedas y ser dependiente para todas las activida@sas de la vida diaria. En una
segunda RM craneal realizada a los 55 afios, adéenlasatrofia cortico-subcortical se
visualizaban en Jy en FLAIR unas imagenes hiperintensas asimétacaisel de los
pedunculos cerebrales, region anterior de la prahgdia bilateral, nicleos dentados y
sustancia blanca periventricular. El paciente ¢adle los 56 afios. Vemos por lo tanto
las lesiones anatomo-patolégicas que veiamos & magroscopico y posteriormente a
nivel microscopico se corresponden con las imageipesintensas visualizadas enyr
en FLAIR. Finalmente vemos como en la etapa iniciaRM tan s6lo mostraba una
atrofia y como a medida que la enfermedad progyespae el acimulo se incrementa,

éste se llega a visualizar radiol6gicamente.

6.5. Hallagos genético-moleculares

En todos los casos se encontraron los 2 alelosdosit&sto refleja que la XCT no
esta causada por grandes reordenamientos geniigms, mutaciones en el interior de
intrones, tipo de mutaciones que no habrian sidectilas mediante la técnica
empleada. Esto demuestra que la secuenciacionaliescapropiada para el abordaje
genético de estos pacientes.

Se encontraron un total de 14 diferentes mutacjateas cuales 7 no habian sido
descritas anteriormente en la literatura. De elgisemutaciones, 6 eramissense 3
nonsense 3 desplicingy 2 inserciones- deleciones. Esta proporcion ssreiamente
diferente a la publicada por Gallus y colaboradoeesel 2006, que encontré un 45% de
missensg20%nonsensel8% intrénicas, 14% deleciones y 2% inserciones.

En cuanto a la localizacion de las mutacionesi@bas en el intron 4, 2 en el exén
4,1enelexdén5, 1enelintron 6,2 en el exdhenelexén 7,1l enelexon 8y 1l en el
exén 9. Estos hallazgos concuerdan también coresorio anteriormente: existe un
hotpoint entre los exones 6 y 9 donde se localizan una mayoporcién de
mutacioned En nuestra serie, el 36,1% de las mutacionescséizan en el exén 6, es

decir en la zona de unién a la ferrodoxina.
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Entre las deleciones que no habian sido descrtasacterioridad en la literatura
hemos encontrado ¢.1043-1054delTGTACCACCTCT en xbne6 y c.1414-
1421delGGGGTCCG en el exén 8. Ambas son delecitargas que alteran todo el
resto de la secuencia. Estas deleciones posibleraéttan a los sitios de union para el
hemo y para la adrenodoxiria

Entre las mutaciones intronicas que no habiandedaritas con anterioridad hemos
encontrado ¢.844+1GT. Verrips y colaborador&spublicaron en 1997 una mutacién
en esa misma localizacion: c.844+1@. Se cree que este tipo de mutaciones producen
un ARNmM aberrante que se degrada rapidamente oaumbic de estructura y
translacion de un polipéptido que es enzimaticaengractivo al no presentar el grupo
hemo o adrenodoxinad

También encontramos dos mutacioneasens@o descritas previamentp.Q230X
en el exdon 4 y p.Q525X en el exon 9. Estas mutasidievan a un codon de parada
precoz y por lo tanto a la pérdida de un fragmeletta proteina.

Finalmente hemos hallado otras 2 mutaciones nogaulals previamente, de tipo
missensep.W268C en el exén 4 y p.T343R en el exén 6 .

Con respecto a la distribucion de estas mutaci@sesnuy llamativa la alta
prevalencia de la mutacién p.R395C que represéB® &6 de las mutaciones, es decir
la tercera parte. Ademas esta mutacion es especitnprevalente en el area de
Galicia. De las 8 familias procedentes de Galica estudio genético, 6 tenian esta
mutacion, ademas de una familia procedente de iAstur

Por otro lado es llamativo que los tres pacientesqulentes de Andalucia tenian la
mutacion p.R405W (uno de ellos en homozigosis yotoss dos en heterozigosis), que
fue descrita por Verrigen un paciente de los Paises Bajos.

Diversos autores han intentado relacionar el gpagtiel fenotipo de la enfermedad
sin éxitd?®® En nuestra serie, 3 pacientes no emparentadospatadores de la
mutacion p.R395C en homozigosis. Dos de estos masiepresentan similitudes
clinicas forma espinal, con pie cavo, xantomas, cataratiepyesion, con RM craneal
normal y con nefrolitiasis. Por el contrario elcwr paciente tiene una forma de
presentacion completamente diferentetraso psicomotor, ataxia, parkinsonismo,
deterioro cognitivo, xantomas, cataratas y cosslis.

Con respecto a los hermanos portadores de mismaaciones, heterocigotos
compuestos, tenemos 2 parejas de hermanos comfai@eaes clinicas similares. Los
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casos 2-3 portadores de las mutaciones p.Q230R39pC cursaron con paraparesia,
pie cavo, cataratas e importantes trastornos @grguas, con RM craneal normal y sin
xantomas. Ambos fallecieron hacia los 50-60 afios. ¢asos 10-11, portadores de la
mutacion en homozigosis ¢.1043-1054delTGTACCACCTErsaron con ataxia,
deterioro cognitivo y cataratas tardias.

Por el contrario tenemos otros 3 grupos de hermeaaonsdiferentes fenotipos. El
caso 15, portadora de las mutaciones p.R395C y14-1421delGGGGTCCG curso
con ataxia, deterioro cognitivo, alteraciones psigjicas, xantomas y cataratas. Al
hacer elscreeningfamiliar, se objetivo la presencia de xantomaslitessos, asi como
de pie cavo en su hermana 6 afios mayor. La pacentBrm6 que habia sido
intervenida de cataratas y de xantomas tendinosos afos antes. Se planteé que la
exéresis de los xantomas y como tal de un depdésiportante de colestanol en el
organismo podia haber jugado un papel en la diferetensidad de la sintomatologia
neuroldgica a pesar de tratarse de la hermanastradigor.

También los casos 4, 5 y 6 son hermanos, portadieréss mutaciones p.R395C y
p.Q525X, con diferente presentacion: uno de lomhaos esta casi asintomatico y los
otros dos tienen ataxia, deterioro cognitivo, Xxar#e y cataratas.

Otro caso interesante es el de las hermanas 12 goitadoras de las mutaciones
p.R395C y ¢.1043-1054delTGTACCACCTCT. Son hermagamelas bivitelinas.
Ambas desarrollaron un retraso psicomotor y pasteente paraparesia, pie cavo y
cataratas. En ambas se inicid el tratamiento coD@QUna se ha mantenido estable,
mientras que la otra ha seguido progresando hsitaen silla de ruedas. Ambas viven
juntas, por lo que son faciles de excluir los feetanedioambientales. En este caso un
importante factor que diferenciaba a las paciestas! antecedente de un embarazo en
la hermana que evolucioné mejor. Se planted comadtésis que durante los meses del
embarazo al ser el feto presumiblemente sano y ¢amtener una actividad normal de
la 27-hidroxilasa, éste pudo compensar en partiefigiencia de la madre y ejercer
como factor protector retrasando la formacion destanol y como tal su acumulacion.

Por lo tanto no hemos podido identificar una buemaelacion genotipo-fenotipo.
Tampoco el analisis ddusternos permitié descubrir asociaciones entre logatites
grupos. Bartholdi y colaboradoféplantearon en el 2004 dos posibles hipétesis lpara
variabilidad fenotipica intrafamiliar: la activacigreferente de un alelo diferente en
cada hermano vy las diferencias individuales erclivacion de otras posibles vias que

también participen en el acimulo de colesterol galestandf.
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6.6. Consejo genético

Ademas, es de destacar que en 3 de las familiad¥6) no se haya querido
completar el estudio familiar a pesar de la sospelshexistir otro miembro afectado,
sabiendo que existe un tratamiento para la XCTo fpstria explicarse por el nivel
cultural de los pacientes, por un estigma socialedistente en nuestro pais en lo que a
las enfermedades hereditarias se refiere y/o palistanciamiento familiar. Al tratarse
de un estudio descriptivo nos hemos limitado a megcwlar a los pacientes y/o
neuroélogos implicados la conveniencia de haceragndstico lo mas precoz posible de

cara a un inicio precoz del tratamiento.

6.7. Tratamiento y evolucion

Desde que Berginer y colaboraddrepublicaron en 1984 la existencia de una
mejoria tanto clinica, como bioquimica, radiologycaeurofisiolégica en 17 pacientes
con XCT tras la administracion de AQDC durante 4, aibco se ha avanzado en lo que
al tratamiento de la XCT se refiere. En 1986, Swanscolaboradoré§’ describieron
un paciente que habia seguido progresando a pedaridstauracion del tratamiento
con AQDC. Unos afios mas tarde, en 1991, Peyneapamdores ° publicaron que la
asociacion de un inhibidor de la HMG-CoA reductasadAQDC lograba una mayor
reduccion de los niveles tanto de colesterol (coperfil mas antiaterogénico) como de
colestanol. En nuestra serie, de los 25 paciefites;ibieron tratamiento con AQDC y
18 la asociacion de AQDC y un inhibidor de la HM@ACreductasa. Del grupo que
recibi6 AQDC fallecieron 2 y del grupo que recitd@asociacion fallecieron otros 2.
También fallecié un paciente que so6lo recibié vitearE. Por lo tanto no se encontro
ninguna diferencia estadisticamente significativae |l& supervivencia entre ambos
grupos. Al ser la cifra baja no se puede extragguma conclusion sobre la eficacia de
ambos tratamientos. Por el contrario si se ha pagilhcionar la supervivencia con una
edad al diagnodstico mas tardia.

Tan soélo se realizO seguimiento neurofisiologico @mo de los pacientes,
objetivandose un deterioro en los potenciales ad@e y en la conduccion motora
central a pesar del tratamiento. Asi mismo séleabz6 seguimiento radioldgico en 5
de los pacientes de los cuales tan solo 2 tenferaaiones tipicas en la RM (los otros 2
tenian formas espinales y el dltimo era un diago@girecoz con RM normal). No se

objetivaron cambios en las RM (en uno de los casastervalo fue de un afio y en el
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otro de 7 afos). Finalmente se realiz6 un seguaimige los niveles de colestanol en 6
pacientes. En todos los casos, tras la instaura@bAQDC los niveles de colestanol se
redujeron. En tan sélo 2 casos se llegaron a na@analPor lo tanto, los niveles de
colestanol se reducen, pero los estudios complemeside funcion y dafio neuroldgico
no se modifican.

Desde que Amura y colaboraddréplantearon en 1993 la LDiaféresis como un
tratamiento alternativo en la XCT en caso de rapidegresion o de intolerancia al
AQDC, ha habido una gran controversia al respddto.afio mas tarde, Bergiri&t
respondié con otra publicacién desaconsejandot@stéca, al no haber encontrado una
respuesta con dicha terapia, al presentar cieisegas técnicos, al no actuar sobre el
mecanismo fisiopatoldgico de la enfermedad y adtexiin tratamiento farmacoldgico
comercializado. En nuestra serie, un pacientevestcibiendo LDL-aféresis durante 6
afos, a pesar de lo cual la enfermedad sigui6 @sagdo hasta quedar en silla de
ruedas, dependiente para todas las actividadesaBas$é la vida diaria. Asi mismo, se
realizd una RM craneal al inicio de dicha terapial yorimer afio, no encontrandose
mejoria alguna desde el punto de vista radiolégico.

Para tres pacientes no se dispone de datos dengego. De forma global, de
los 22 pacientes con datos de evolucion disponiltdessolo 6 (27%) se estabilizaron.
De entre los 16 (73%) que han seguido progresahd@n fallecido, con una edad
media de fallecimiento de 52 afios. Se encontré relacion estadisticamente
significativa entre la supervivencia y la edad dieilgnéstico, siendo la supervivencia
menor entre los que se diagnosticaron de manet&taon un retraso medio desde el
inicio de los sintomas hasta su diagnostico defi@8s.eEstas cifras obligan a insistir en
que se trata de una enfermedad degenerativa y gulteente mortal a edades
relativamente precoces. Esta serie incluye los @mom diagnésticos hace 20 afios,
cuando apenas se conocia la enfermedad. Esta témdstd cambiando, pues se esta
empezando a diagnosticar de manera mas tempramdelanedad. Queda por conocer
en un futuro si la instauracion precoz de un tra&ato que se ha demostrado que
permite reducir los niveles de colestanol es cajmzetrasar el depdsito cerebral de
colestanol y mejorar su supervivencia.

Para finalizar, la figura 52 resume el protocolagdiostico y terapéutico que

recomendamos para detectar y tratar la XCT.
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*Sintomas sugestivos:
-Cataratas juveniles
-Afectacion neuroldgica (eweds, misloparis, T peicomotor)
-Diarrea cronica

-Hantomas tendinosos

*EIV craneal ¥/ o espinal sugestiva

Miveles colestanol ‘ Estudio genético

Estudios neurofisioldgicos -
XCT

Waloracidn oftaltnologfa

l

AQDC 750 mg al dia

+

Inhibidor HMG-Co A reductasa

| GENETICO

CONSEJO

Figura 52.- Protocolo diagndstico y terapéuticoaso de sospecha de XCT.
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7. CONCLUSIONES

1. La presente serie es la Unica en nuestro pais sshmeenfermedad de la que
tengamos constancia. La prevalencia encontradatanserie, sugiere que este
trastorno posiblemente sea la heredoataxia recesagafrecuente después de la

enfermedad de Friedreich.

2. Existe un area de alta prevalencia de este trastemnla regidn noroeste de
Espafa. La presencia frecuente de la mutacion p®38dica la existencia

probable de un fundador comun en estos casos.

3. El sintoma de inicio de la enfermedad mas frecmeete encontrado fue el
retraso psicomotor. Esto apunta la necesidad dikcen@ los neuropediatras en

la deteccion precoz de la enfermedad.

4. En nuestra serie se pueden diferenciar dos gruposos principales. La forma
clasica predominantemente supratentorial con atgliss y la forma
predominantemente espinal con paraparesia espd3tbio a la presencia de
un subtipo espinal menos conocido en esta enfeumes#adebe de incluir la

XCT en el diagnostico diferencial de las mielopatiednicas.

5. La valoracién funcional ha demostrado que se tdd¢auna enfermedad
moderadamente incapacitante en edades relativampesteces (EDSS medio

4,8 en la tercera década de la vida).

6. Aunque la hiperintensidad a nivel de los ndcleastat#s es una imagen muy
caracteristica de esta enfermedad, es poco semsible estar presente en las

formas espinales, ni en los casos precoces.

7. Se han identificado en pacientes espafioles con XiE&fe mutaciones no
descritas previamente en la literatura: ¢.1043-86B45TACCACCTCT,
€.1414-1421delGGGGTCCG, c.844 +1G, p.W268C, p.T343R, p.Q230X vy
p.Q525X.
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8. Los niveles de colestanol plasméatico no se corli@iaa con la severidad clinica

ni permiten monitorizar la respuesta terapéutica.

9. La presencia de una enorme pérdida neuronal y dodarda cristales lipidicos a

nivel cerebral en el estudio necropsico explicar&versibilidad del cuadro una

vez establecido.

10. El tratamiento con acido quenodeoxicolico a pesanamalizar los niveles de
colestanol no detiene el curso degenerativo progrete esta enfermedad. El
seguimiento de los pacientes detectados en fasedés permitird conocer si en

estos casos la enfermedad puede detenerse cataatignto.
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8. CEREBROTENDINOUS XANTHOMATOSIS IN SPAIN: MUTATIONS,
CLINICAL AND THERAPEUTICAL ASPECTS

« INTRODUCTION

In 1936, Schneidé? described xanthomatous lesions in the nervoussystf a
mentally challenged patient who died at the agB6ofA year later, van Bogaert et?al.
reported the presence of xanthomatous lesionitetidons and the nervous system of
a patient with dementia, ataxia and cataract, atkers for CTX disease .

CTX is a rare, autosomal recessive, lipid storagease, caused by a deficiency of
the mitochondrial enzyme sterol 27-hydroxylase (@Y Sterol 27-hydroxylase, a
member of the mitochondrial cytochromgsdfamily, catalyzes the initial oxidation of
the side chain of sterol intermediates at thgpdsition in hepatic bile acid synthesis, as
well as vitamin Rin C; and Gs positions. Such a deficiency results in a reduced
production of bile acids, predominantly chenodedwjic acid (CDCA) and in the
increased formation of intermediate metabolitesisag cholestanol and 27-carbon bile
alcoholé. The decreased bile-acid pool may be responsiniéntreased cholesterol
biosynthesis through a feed-back regulatory meshdniConsequent overproduction of
cholesterol and cholestanol leads to excess depafsthese sterols in all body tissues,
predominantly in the brain, lungs, lens and Ackillendon$ The enzyme is expressed
in the CNS, liver, lung, duodenum and endotheksis’.

In 1989, Andersson et alcharacterized the ADNc encoding rabbit mitochcaidri
CYP27, which is a member of the mitochondrial cisteene P450 enzyme family. In
1991, the cDNA for humal€YP27Al(cytochrome P450, family 27, subfamily A,
polypeptide 1) was isolated, hybridazing rabbit @Dté a liver cDNA library, and its
gene was localised on the distal portion (q33-giéthe long arm of chromosom&. 2
The first mutations inNCYP27 gene were describ®dThe genomic structure of the
CYP27gene was elucidate in 1993. This gene contaires ewons and eight introns and
spans 18,6 kb of cDNAMolecular cloning of the human sterol 27-hydrasg cDNA
has shown that the protein consists of a 498 amonmb mature enzyme and a 33 amino
acid mitochondrial signal sequefic&he promoter region is rich in guanidine and
cytosine residues and contains three potentialitgnsites for the transcription factor
SP1 and one for the liver transcription factor LEXBThe sequence encoding the
hydrophobic “extrapeptide” mitochondrial signal licated in exon L The mature

enzyme contains adrenodoxin-binding site (residfds365) and the heme-binding site
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(residues 435-464). These regions are the cons@artdf the gene and interact with
the two protein cofactors, adrenodoxin and adreriodreductasé The enzyme also
requires ferredoxin as a co-factor and ferredoeiiuctase for electron transtefhe
putative ferredoxin binding site is located at 8end of exon & Using recombination
and linkage analysis, Lee et3afine-mapped theCYP27Algene locus to between
markers D2S2249-D2S433.

A review of the literature allowed Gallus et al.ligi 49 different mutations in more
than 300 CTX patients, distributed throughout exbi&of theCYP27Algené, which
cause the enzyme to be dysfunctidhalThe majority of them are amino acid
substitutions (65%). Mutations analysis shows #2a(45%) are missense mutations, 10
nonsense mutations (20%), 9 splice site mutatidB88so], 7 deletions (14%) and one
insertion (2%). Some of these mutations have a relatively higigifency in some
ethnic groups such as p.T339M in Dutch patientR4p4(Q-W) in Japanese patients
and p.A216P in ltalian casedA higher frequency of CTX has also been described
Israeli Druz&, and in Moroccan Jewsbecause of an increased homozygosity related to
a high degree of consanguinity.

Patients with CTX usually have a history of chromii@rrhea during infanéy
Bilateral cataracts and tendon xanthomas may develthe third decade of life. In this
respect, unexplained juvenile cataracts, which lmamssociated with chronic diarrhea
should always suggest the possibility of CGTX The presence of Achilles tendon
xanthomas in a patient with normal plasma cholektand sitosterol levels
differentiates CTX xanthomas from familial hypertgsterolemia and sitosterolerhia
Neurologic symptoms generally appear in early &daltf. The range of neurological
symptoms is wide, from low intelligence to ataxd@mentia, cerebellar and pyramidal
signs and epilepsy. Parkinson’s disease syndromegsychiatric disturbances may be
seen®. Peripheral demyelinating neuropathy is also comignobservef% Psychiatric
disorders are also commonly found, such as depressipsychotic symptonS

Beside cataracts, other ophthlamological findingslude optic disk atrophy and
signs of premature retinal senscéefiteSome patients have xanthelasthae absence
of xanthomas does not exclude the diagnosis, butdeday it°. Atherosclerosis and
consequent cardiac events are a serious conceatients having CTX Thickening of
the interatrial septum compatible with lipomatoypdrtrophy has also been described
in some patients with CTX2 Pes caves or high arched feet, osteoporosisraotlifes

are associated with CTX in some cdses
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The primary laboratory finding is a markedly eledtoncentration of cholestanol
and bile alcohols in plasma and affected organsawy excretion of bile-alcohol
glucuronides and diminished biliary concentratioof cholic acid and CDCA
Interestingly, plasma cholesterol levels and lipdgin profiles remain within or below
normal range (the lipoprotein profile is substdhti%antiatherogenicj. The increased
prevalence of atherosclerosis in this disease nhesefore be related to additional
genetic and/or environmental facttfs Although elevated sterols can be an important
index in the diagnosis of CTX, they are also dertratesd in primary biliary cirrhosis
and cholestastd The presence of apolipoprotein B in cerebrospfhatl indicates
penetration of LDL cholesterol particles from plasthrough the blood-brain barrter
'H-NMR spectroscopy of blood plasma or serum lipittacts can be used to accurately
identify and quantify unusual lipids in blood oftjgmts with inborn errors of lipid
metabolism®. With regard to bone metabolism, Federico éf3found serum calcium,
phosphate and vitamin D metabolites in normal ranget a reduction in total body
density and an impairment of intestinal radiocaltiabsorption in the majority of the
patients.

Cerebral CT scan demonstrates diffuse hypodensities/hite matter of both
cerebellar hemispherés MRI findings typically include a bilateral and nabst
symmetrical increase of signal intensity opweighted images in the cerebellar and
periventricular cerebral white matter, the basahglja, the dentate nuclei and the
brainstem, as well as cerebellar and cerebral layfpin these locations, lipid crystal
clefts and perivascular macrophages, neuronal ttesayelination, fibrosis and reactive
astrocytosis were found at microscopic examinatiorlypointensity is sometimes
found on TB-weighted images in dentate nucleus and is relatedieposition of
hemosiderin and calcificatiofs Transcranial sonography shows a pronounced
calcification and hemosiderin deposits of the dentaucleus, not affecting the basal
ganglid™. Spinal cord MRI reveals increased signal intgnsitthe lateral and dorsal
columns on F-weighted imageé. MRI study of the Achilles tendon shows a diffuse
enlargement of the tendon with multiple areas ofdngignals in T and T
demonstrative of the lipid deposition, interposetween the isosignal zones that may
correspond to the inflammatory reaction secondarthé accumulation of cholesterol
and cholestanti. The presence of ultrasound echogenic areas withséic shadowing
in the absence of calcification demonstrable by &dan can be considered

pathognomonic of lipid-crystal infiltration of theendort®®. Proton MR spectroscopy
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data demonstrated widespread axonal damage (asnsbgwthe decrease in N-
acetylaspartate) and diffuse brain mitochondriafdyction (as shown by the increase
in brain parenchyma lactate) in patients with G®X The close correlation seen
between the values of the putative axonal markexcétylaspartate and the patients’
disability scores suggests that proton MR speoti@gcan provide a useful measure of
disease outcome in CTtX¥. Quantitative assessment of brain damage in patigith
CTX by using magnetization transfer MR imaging trees potential to provide powerful
measures of disease outcome and to improve our rstadding of CTX
pathophysiolog{?®> Technetium-99m ECD brain SPECT in a 44-yearsméh who
presented with fronto-temporal dementia revealseh@re cerebellar hypoperfusian
Sural nerve biopsies displayed severe loss of langgelinated fibers with
demyelination, marked Schwann cell proliferatioml @mion bulb formatiotf In the
necropsy studies, lesions are characterized by lfssmyelinated fibres and
accumulation of lipid products in the form of foamgacrophages and crystalline clefts,
accompanied by gliosis, occasional axonal spheraits in the cerebellum also by
multinucleated foreign giant cetfé. Demyelination is not seen, and ultrastructurally
myelin sheaths are normally structured. Signs ohakdegeneration are also present in
the spinal root$*,

Replacement therapy with CDCA, which inhibits abmal bile-acid synthesis, is
most effective in correcting the biochemical abnalities™®> and slowing progression of
the disease Hydroxymethylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) redase inhibitors
(statins) have been used to manage €TKuriyama et af® investigated the
effectiveness of oral administration of CDCA aloh#IG-CoA reductase inhibitor
(pravastatin) alone and the combination of bothgslruThey concluded that the
combination of CDCA and pravastatin was the bestapy for CTX, based on the
improvement of serum lipoprotein metabolism, thppsassion of cholesterol synthesis
and the reduction of cholestanol and plant stene¢le°. The progression of the disease
was arrested but dramatic effects on clinical nemt#tions, xanthoma and
electrophysiological findings could not be founteafthe treatment with these driys
Mondelli et al*"* reported in 2001 that chronic CDCA therapy impsovall
electrophysiological measures without clinical ioygEment, except the slight
diminution of xanthomas after a few months of thgrdn contrast, untreated subjects
deteriorated clinically and electrophysiologicafly Cuende et df*° pointed out the
utility of MRI in the follow-up of treatment with BCA in patients with CTX.
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LDL-apheresis has also been employed to reducenplatolestanol levels and to
improve clinical symptonfs However, Berginer and Saféf have pointed that this
method is not harmless and may further increaséestamol production and enlarge
body-tissue pools.

Lorincz et al*’ published in 2005 that CTX may have higher praweethan
previously recognized. It is crucial that the diagis of CTX can be made before there
is any neurological deterioration, since early tireent with CDCA can halt the
progression of this disorder by feedback contrdh this regard, specific biochemical
tests in children with unexplained bilateral catésaand a history of chronic diarrhoea
are key steps to early diagnosis, preventing pssgoa and treatment of this potentially
fatal diseast

« METHODS

The diagnosis of XCT was established by the charitic clinical features,
together with the mutational analysis or the firgdaf high serum cholestanol levels.
We reviewed all patients with CTX diagnosed betwd885 and 2008 in the main
Reference Centres for the genetic diagnosis of GiXSpain (Fundacion Publica
Galega de Medicina Xendmica in Santiago de Com[zoated Hospital Ramén y Cajal
in Madrid).

We studied the following data: sex, geographicabioy mutations, affected
relatives, age at first neurological symptoms, agediagnosis, age at death, first
symptom, age at cataracts, presence of xanthonoasjizZiation of xanthomas,
diarrhoea, pyramidal signs, cerebellar signs, ppile parkinsonism, myopathy,
peripheral neuropathy, mental retardation, psydbiatisturbances, cognitive decline,
cardio-vascular disturbances, dysmorphia, cholestaholesterol, cerebrospinal fluid,
brain MRI, spinal MRI, electromyography, evokedgttals, EEG, therapies, response
to treatment and the presence of other diseasesriyewas scored by the Kurtzke
Expanded Disability Status Scale (EDSS).

DNA from these patients was also analysed. The DMN#&s extracted from
peripheral blood leukocytes an@YP27 gene coding region was amplified by
polymerase chain reaction and sequenced.

The study was approved by the Ethics Committe@®Hospital Ramon y Cajal.
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» RESULTS

25 patients (10 males, 15 females) were diagnostuaeen 1995 and 2008 in Spain.
The average age at onset of symptoms was 19 ykEhr&mce the average age at
diagnosis was 38 years-old, we can conclude tleatitlerage delay between the initial
symptoms and the diagnosis was 19 years. We olasenahorter survival in patients
who were diagnosed later.

Among general abnormalities, cataracts were prase92% of the patients, tendon
xanthomas in 56% and chronic diarrhoea in 44%. mbst frequent neurological signs
were pyramidalism (92%), cerebellar signs (76%) aedpheral neuropathy (64%).
Cognitive decline was present in 52% of the pasiepsychiatric disturbances in 60%,
mental retardation in 48%, epilepsy in 32% and ipadnism in 16%. We scored by the
Expanded Disability Status Scale (EDSS) an avedagbility at diagnosis of 4,8.

All the patients whose serum cholestanol level teased had levels more than ten
times higher than normal controls. We did not fangignificant relationship between
the disability and the cholestanol levels. On ttleeohand, we found lower cholestanol
levels at diagnosis in patients with shorter swalviand in patients with earlier
neurological symptoms. In patients in whom brain IMRs available, global atrophy
and hyperintense abnormalities on the dentate nwaee present in 61%. Evoked
potential studies (visual evoked potential, someiesry evoked potential) revealed
delayed central conduction times in 70% (VEP) aB@h§SSEP). In 39% of the patients
in whom an EMG was performed, demyelinating neatiop could be established, in
22% axonal neuropathy and in 5% mixed neuropa83% EMG were normal.

In the 19 families 14 different mutations were fduithey consisted of 6 missense
mutations, 2 deletions, 3 splice site and 3 noresemstations. 7 novel mutations were
found. A ¢.804G- T transversion in exon 4 resulting in the subsotubdf triptophan by
cysteine in codon 268 and a ¢.1029G transition in exon 6 resulting in the
substitution of threonine by arginine in codon 34&e observed. Two novel nonsense
mutations were present: a ¢.688C transversion in exon 4 changing codon 230 into a
termination codon and a ¢.14730 transversion in exon 9 changing codon 525 into a
termination codon. Two deletions were also founti043-1054 delITGTACCACCTCT
in exon 6 and c.1414-1421 delGGGGTCCG in exon &alli a c.844+1G. T

transversion in intron 4 affecting the splicingesitas observed.
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24% of patients received CDCA and 72% were treatittdl CDCA associated with
a HMG-CoA reductase inhibitor. With this treatmemtzonsiderable decrease in serum
cholestanol level was found, although no clinicaprovement could be observed. 24%
of patients remained stable while 64% continuededteriorate. 20% of patients died.
The average age at death was 52. In these patenéverage age at first symptoms had
been 15 while average age at diagnosis had beemed&$ (the average delay in this
group had been 36 years). The delay in diagnosisratieatment could account for this
severe course.

During the follow-up, we were able to study theibraf a deceased case. This
autopsy revealed at macroscopic examination brawplay (weight 1210 g) and a
yellowish soft tissue in the cerebellum and in flexus choroideus. In the optic
microscopy study, the dentate nuclei and surroungihite matter of both cerebellar
hemispheres showed extensive rarefaction with sexmeuronal loss, demyelination,
lipid crystal cleft fibrosis and reactive astroci Lipid-laden macrophages and
myelin-like material were seen around small bloagksels in the cerebrum white
matter, caudate nucleus and cerebellum. Thesenfisdiuggest the limited reversibility

of the disease, and its bad prognosis, specialgmvherapy is not started precociously.

» DISCUSSION

We quantified the disability of these patients tlglo the Expanded Disability Status
Scale (EDSS) and found a moderate disability (4B8the age of diagnosis. This
disability was more important when diagnosis wagemelayed. On the other hand,
survival was shorter if diagnosis was more delaylukese arguments reinforce the
importance of early diagnosis.

As other authors had previously descriied/e found two main subgroups: patients
with the classical form (cerebellar and other stgrrial symptoms) and patients with
the spinal form (chronic myelopathy). Therefore C3hould be included as well in the
differential diagnosis of chronic myelopathies.

We did not find a significant relationship betwdewel of cholestanol in serum and
clinical disability of patients. Remarkably, levealt cholestanol were lower in patients
with shorter survival and in patients with earlgmptoms. We can not establish any
hypothesis, since we ignore the spontaneous ewalofi cholestanol levels in untreated
cases, or why cholestanol has a special tropisraddain tissues. Therefore we can not
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conclude that serum cholestanol has a prognoshie\a is useful for the follow-up of
the disease.

Different authors have described the hyperintegsiin T MRI on dentate nuclei
and on pyramidal tracts as a very specific findingCTX****". Nevertheless in our
series we only observed these findings in 61%iar@D% of cases respectively. We
found a normal or non-specific cranial MRI in eastgges of the classical forms (30%)
and in the spinal forms (70%). The spectroscoptwof patients with spinal form was
normal. We can conclude that a normal cranial Médsdnot exclude the diagnosis and
we doubt about the usefulness of MRI in the follogv-of these patients that some
authors have proposéd

The necropsic findings (demyelination, lipid crystkefts, foamy cells, myelin-like
materiat*’*#1% represent the consequence of accumulation ofestebl and
cholestanol in affected tiss#&s which may be neurotoxic, with resultant
axonopath}’”. The severity of these lesions confirms the seriess of the disease and
questions its reversibility, reinforcing that thassical therapy of this disorder could be
effective only if it is started before this depasitcurs.

In the Spanish CTX patients the mutation p.R395G i most common, being
found in more than one third of the alleles. ltsgmminant distribution in the Northwest
of Spain suggests a common founder. Within theedsfit mutations, 61% were
missense, 11% deletions, 14% splice site and 149%emse mutations. We described 7
novel mutations. No specific genotype-phenotypeeatation could be established.

In this series, long-term administration of CDCAl diot improve the neurological
disorder. Despite this therapy, 64% of the patieaistinued to deteriorate and 20%
died. Survival was statistically associated onlyhwihe age at diagnosis (being the age
of diagnosis in the patients who died delayed asrage of 35 years). These findings
suggest that early detection is the most importantor in the prognosis of these
patients. Early therapy could reduce the impathefdisease.

» CONCLUSIONS

1. This is the first series of XCT in Spain to our Wwiedge. CTX is probably the
second most frequent recessive ataxia (after Feartes ataxia)

2. The prevalence of CTX is higher in the NorthwesSphain. The high prevalence
of p.R395C in this area could prove a common founde
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10.

The most frequent initial symptom found was memtthrdation. Paediatric
neurologists should be aware of this fact, to idellCTX in the differential
diagnosis of treatable causes of mental retardation

CTX has two main presentation forms: the clasdmah (cerebellar ataxia plus
other supratentorial symptoms) and the spinal f¢spastic paraparesia plus
other symptoms). Consequently, XCT should be iredudch the differential
diagnosis of chronic myelopathy

A moderate disability (EDSS 4,8) at early staghsdtdecade of life) was found
contrarywise to the general statement. CTX is egsrcondition

The hyperintensity on dentate nuclei in cranial M&though highly specific, is
not very sensitive, since it is not present in apforms and in early stages of
the disease.

In this series, 7 new mutations were identified: 104.3-
1054delTGTACCACCTCT, ¢.1414-1421delGGGGTCCG, c.844G-T,
p.W268C, p.T343R, p.Q230X and p.Q525X.

Cholestanol levels do not correlate with clinicaverity or with the response to
therapy.

The microscopic findings of neuronal loss and lipigystal clefts suggest the
limited reversibility of the disease

Long-term treatment with CDCA although normalisé®lestanol level, does
not improve neurological manifestations. Early #mst, before pathological

lesions have been established, could prevent tigrgssion of the disease.
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APENDICE |. MUTACIONES DESCRITAS EN LA LITERATURA

Localizacién Mutacién Citacion Comentarios
Exon 1 -c.5-6ins C Segev y colaboradores, 1985
-c.11-21 del TGGGCTGCGC Lee y colaboradores, 2001
Intron 1
Exo6n 2 -c.305del C Wang y colaboradores, 2006
-c.355del C Leitersdorf y colaboradores, 1994
-c.366 C- A (p.G122G) Kato y colaboradores, 2063 Mutacion silente
-c.379 C- T (p.R127W) Verrips y colaboradores, 1949
-¢.380 G- A (p.R127Q) Watts y colaboradores, 1996
-¢.399 G- A (p.W133X) Lee y colaboradores, 2001
-¢.409 C. T (p.R137W) Nakashima y colaboradores, 1994
-¢.433 G- A (p.G145R) Federico y colaboradores, 2006
-c.434 G- A (p.G145E) Lamon-Fava y colaboradores, 2052
435 G. T (p.G145G) Chen y colaboradores, 1988 Splicingalternativo
¢.438 G A (p.P146P) Lamon-Fava y colaboradores, 2602 Mutacion silente
Intron 2 -c.446 + 1 G- A Verrips y colaboradores, 2000
Exon 3 -c.475 C- T (p.Q159X) Verrips y colaboradores, 1996
-c.525/526 del G Verrips y colaboradores, 1996
-c.583 G- T (p.E195X) Wakamatsu y colaboradores, 1§99
-c.646 G- C (p.A216P) Garuti y colaboradores, 1996
Intrén 3
Exon 4 -C.688C~ T (p.Q230X) Presente estudio
-c.691 C- T (p.R231X) Garuti y colaboradores, 1987
-c.745 C- T (p.R249X) Verrips y colaboradores, 2000
-¢.752 C- A (p.S251X) Federico y colaboradores, 2006
-¢.776 A~ G (p.K259R) Verrips y colaboradores, 2000
-¢.779 G- A (p.W260X) Verrips y colaboradores, 2000
-c.804 G- T (p.W268C) Presente estudio
¢.808 C. T (p.R270X) Ahmed y colaboradores, 1997
-¢.819 delT Leitersdorf y colaboradores, 1993
Intréon 4 -c.844 +1 G- A Verrips y colaboradores, 1997
-c.844+1 G, T Presente estudio
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-c.845 -1G- A Leitersdorf y colaboradores, 1993
Exon 5 -C.850 A~ T (p.K284X) Meiner y colaboradores, 1994
-€.852 G- A (p.K284K) Leitersdorf y colaboradores, 1993 Es polimorfismo
-C.944-948 del TGGCC Lamon-Fava y colaboradores, 2690
-c.1016 C. T (p.T339M) Brautbar y colaboradores, 1983
Intron 5
Exon 6 -¢.1029 C. G (p.T343R) Presente estudio
-.1043-1054delTGTACCACCTCT Presente estudio
-c.1061 A~ G (p.D354G) Verrips y colaboradores, 2000
-c.1151 C- T (p.P384L) Verrips y colaboradores, 2000
-c.1180-1181 del CT Lee y colaboradores, 2001
-c.1183 C- T (p.R395C) Harlan y colaboradores, 1988
-c.1183 C- A (p.R395S) Chen y colaboradores, 1988
-.1184 G A (p.R395H) Chen y colaboradores, 1996
Intrén 6 -c.1184+1Gg- A Garuti y colaboradores, 1957
-c.1185-1G- T Mak y colaboradores, 2084
- del 1,9 kb (Del exon 7-9) Garuti y colaboradores, 1996 Delecion de 2 kb en
region 3' FLK que
elimina exones 7-9
Exon 7 -c.1202 C- G (p.P401R) Okuyama y colaboradores, 1986
-c.1209 C- G (p.N403K) Castelnovo y colaboradores, 2603
-€.1213 C- T (p.R405W) Verrips y colaboradores, 2000
-c.1213 C- G (p.R405G) Gupta y colaboradores, 2087
-c.1214 G- A (p.R405Q) Chen y colaboradores, 1997
-c.1222 G T (p.E408X) Von Bahr y colaboradores, 2085
Intrén 7 -c.1263+1G- A Garuti y colaboradores, 1996
-c.1263+5G. T Garuti y colaboradores, 1947
-¢,1264-1G-> A Garuti y colaboradores, 1947
Exon 8 -c.1321 C- T (p.P441S) Lee y colaboradores, 2001

-c.1381 C- T (p.Q461X)
-c.1415 G- C (p.GA472A)
-c.1414-1421 del GGGGTCCG

-c.1420 C- T (p.R474W)
-c.1420 C- G (p.RA74G)

Lee y colaboradores, 2001
Verrips y colaboradores, 2000
Presente estudio

Kim y colaboradores, 198%

Gupta y colaboradores, 2087
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-c.1421 G- A (p.R474Q)
-c.1434C- A (p.G478G)
-c.1435 C- A (p.R479S)
-c.1435 C- G (p.R479G)

-c.1435 C- T (p.R479C)

Kim y colaboradores, 1984

Hansson y colaboradores, 2807
Hansson y colaboradores, 2807
Guyant-Marechal y colaboradores, 2803

Cali y colaboradores, 1991

Intrén 8

Exoén 9

-c.1473 C. T (p.Q525X)

Presente estudio

Intrén 9
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APENDICE II.CODONES Y MUTACIONES EN CYP27A1

€.11-21delTGGGCTGCGC 3
¢.5-6insC (p.M1+178aa>ctp) 0
1ATG G TGCGC G AGG CTG AGG TGG GCG CTG CGA GGG GCC
1 Met Ala Ala Leu Gly Cys Ala Arg Leu Arg Trp Ala L eu Arg Gly Ala

49 GGC CGT GGC CTC TGC CCC CAC GGG GCC AGA GCC AAG GCC GCG ATC CCT
17 Gly Arg Gly Leu Cys Pro His Gly Ala Arg Ala Lys Ala Ala lle Pro

97 GCC GCC CTC CCC TCG GAC AAG GCC ACC GGAGCT CCC GGA GCC GGG CcCT
33 Ala Ala Leu Pro Ser Asp Lys Ala Thr Gly Ala Pro Gly Ala Gly Pro
12345678 910 11 1213 14 15

145 GGT GTC CGG CGG CGG CAA CGG AGC TTA GAG GAG ATT CCA CGT CTAGGA
49 Gly Val Arg Arg Arg GIn Arg Ser Leu Glu Glu lle Pro Arg Leu Gly
16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

193 CAG CTGCGC TTCTTCTTT CAG CTG TTC GTT CAA GGC TAT GCC CTG CAA

65 GIn Leu Arg Phe Phe Phe GIn Leu Phe Val GIn Gly Tyr Ala Leu GIn
32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47
Exon 2
241 CTG CAC CAG TTA CAG GTG CTT TAC AAG GCC AAG TAC GGT CCA ATG TGG
81 Leu His GIn Leu GIn Val Leu Tyr Lys Ala Lys Tyr Gly Pro Met Trp
48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63

¢.305delC (p.P102L) 1

289 ATG TCC TACTTAGGG C T CAG ATG CAC GTG AAC CTG GCC AGT GCC CCG

97 Met Ser Tyr Leu Gly Pro GIn Met His Val Asn Leu Ala Ser Ala Pro

64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79
c.366C A ((P.G122G) ™ ¢.380G A (p.R127Q) ™

c.355delC (p.M118+23aa>ctp) 8 .379C T (p.R127W) | 2

337 CTC TTG GAG CAA GTG ATG GG CAA GAG GG AAG TAC CCAGTA G AAC

113 Leu Leu Glu GIn Val Met Arg GIn Glu Gly Lys Tyr Pro Val Arg Asn
80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95
c. 399G A (p.W133X) ® ¢.409C T (p.R137W) 7

385 GAC ATG GAG CTA TG AAG GAG CAC CGG GAC CAG CAC GAC CTG ACC TAT
129 Asp Met Glu Leu Trp Lys Glu His Arg Asp GIn His Asp Leu Thr Tyr
96 97 98 99 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111
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C. 433G-A (p.G145R) ®

c.434G ~A(p.G145E) ™
435G T (p.G145G) ©°
C. 8% ~A(p.P113P) 8 c.475C T
(p.Q159X) ¥ " l l
Exon 3
433 GSGCCG TTC ACC ACG GAAGGA CACCACTGG TACCAG CTG CGC CAG GCT
145 Gly Pro Phe Thr Thr Glu Gly His His Trp Tyr GIn Leu Arg GIn Ala
112113114 115116 117 118 119 120 121 122 123 124 125126 127
C. 525/526delG (T175+5aa>ctp) &

481 CTG AAC CAG CGG TTG CTG AAG CCA GCG GAAGCA  GCG CTC TAT ACG GAT
161 Leu Asn GIn Arg Leu Leu Lys Pro Ala Glu Ala Ala Leu Tyr Thr Asp
128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143

529 GCT TTC AAT GAG GTG ATT GAT GAC TTT ATG ACT CGA CTG GAC CAG CTG

177 Ala Phe Asn Glu Val lle Asp Asp Phe Met Thr Arg Leu Asp GIn Leu
144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159
c. 583G T (p.E195X) &

577 CGG GCA AG AGT GCT TCG GGG AAC CAG GTG TCG GAC ATG GCT CAA CTC
193 Arg Ala Glu Ser Ala Ser Gly Asn GIn Val Ser Asp Met Ala GIn Leu
160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 170 171172 173174 175

C. 646G C (p.A216P) &

Exon 4
625 TTC TACTAC TTT GCC TTG GAA CT ATT TGC TAC ATC CTG TTC GAG AAA
209 Phe Tyr Tyr Phe Ala Leu Glu Ala lle Cys Tyr lle Leu Phe Glu Lys
176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190 191

C. 688C T (p.Q230X) (presente estudio)
i. 691C-T (p.R231X) &

673 CGC ATT GGC TGC CTG AG CGA TCC ATC CCC GAG GAC ACCGTG ACCTTC

225 Arg lle Gly Cys Leu GIn Arg Ser lle Pro Glu Asp Thr Val Thr Phe
192 193 194 195 196 197 198 199 200 201 202 203 204 205 206 207
C. 745C T (p.R249X) !
C. l 752 C - A (p.S251X) '®
721 GTC AGATCC ATC GGG TTAATG TTC AG AAC TCA CTC TAT GCC ACC TTC
241 Val Arg Ser lle Gly Leu Met Phe GIn Asn Ser Leu Tyr Ala Thr Phe
208 209 210 211 212 213 214 215 216 217 218 219 220 221 222 223
c.776A -G (p.K259R) ! €.804G - T (p.W268C)(presente
estudio)
c.779G A (p.W260X) ! €.808C T
(p.R270X) 8

' v

769 CTC CCC A G TCG ACT CGC CCC GTG CTG CCTTTC TGGAAG CGATAC CTG
257 Leu Pro Lys Trp Thr Arg Pro Val Leu Pro Phe Trp Lys Arg Tyr Leu
224 225 226 227 228 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238 239
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C. 850 A T (p.K284X) ©°

l ~A(p.K284K) 1
Exon 5 l

817 AT GGT TGG AAT GCCATC TTTTCCTTT G GG AAG AAGCTG ATT GAT GAG
273 Asp Gly Trp Asn Ala lle Phe Ser Phe Gly Lys Lys Leu lle Asp Glu
240 241 242 243 244 245 246 247 248 249 250 251 252 253 254 255

€.819delT (p.L272+12aa>csp) o c.852 G

865 AAG CTC GAA GAT ATG GAG GCC CAACTG CAG GCA  GCA GGG CCA GAT GGC
289 Lys Leu Glu Asp Met Glu Ala GIn Leu GIn Ala Ala Gly Pro Asp Gly
256 257 258 259 260 261 262 263 264 265 266 267 268 269 270 271

C. 944-948delTGGCC (E.L314+14aa>ctp) &

913 ATC CAG GTG TCT GGC TACCTG CACTTCTTAC AGT GGA CAG CTC
305 lle GIn Val Ser Gly Tyr Leu His Phe Leu Leu Ala Ser Gly GIn Leu
272 273 274 275 276 277 278 279 280 281 282 283 284 285 286 287

961 AGT CCT CGG GAG GCC ATG GGC AGC CTG CCT GAG CTG CTC ATG GCT GGA
321 Ser Pro Arg Glu Ala Met Gly Ser Leu Pro Glu Leu Leu Met Ala Gly
288 289 290 291 292 293 294 295 296 297 298 299 300 301 302 303

C. 1016C - T (p.T339M) 2 ¢.1043-1054delTGTACCACCTCT (presente estudio)
1 c. 1029 C - G (p.T343R) (presente estudig)

Exon 6 v
1009 GTG GAC A (G ACATCCAACA CGCTGACATGGGCCC
337 Val Asp Thr Thr Ser Asn Thr Leu Thr Trp Ala Leu Tyr His Leu Ser
304 305 306 307 308 309 310 311 312 313 314 315316 317 318 319

C. 1061A -G (p.D354G) *!

1057 AAG G AC CCT GAG ATC CAG GAG GCC TTG CAC GAG GAA GTG GTG GGT GTG
353 Lys Asp Pro Glu lle GIn Glu Ala Leu His Glu Glu Val Val Gly Val
320 321 322 323 324 325 326 327 328 329 330 331 332 333 334 335

C. 1151C - T (p.P384L) , !

|

1105 GTG CCA GCC GGG CAA GTG CCC CAG CACAAG GAC TTTGCCCACATGCCG

369 Val Pro Ala Gly GIn Val Pro GIn His Lys Asp Phe Ala His Met Pro
336 337 338 339 340 341 342 343 344 345 346 347 348 349 350 351
C. 1183C T (p.R395C) °© c.1184G - A (p.R395H) *
c. 1183C - A (p.R395S) |°
Cc. 1180-1181delCT 3l
-- xoén 7
1153 TTG CTC AAA GCT GTG CTT AAG GAG ACT G CTCTAC CCT GTG GTC
385 Leu Leu Lys Ala Val Leu Lys Glu Thr Leu Arg Leu Tyr Pro Val Val
352 353 354 355 356 357 358 359 360 361 362 363 364 365 366 367
C. 1209C - G (p.N403K) %
c.1213C - T (p.R405W) !
c.1202C -G (p.P401R) {* c.1213C -G (p.R405G) %
c.1214G l ~A (p.R405Q) 5 c.1222G T (p.E408X) 8
1201 C CC ACAAACTCC G ATC ATA GAA AAG YAA ATT GAAGTT GAT GGC TTC
401 Pro Thr Asn Ser Arg lle lle Glu Lys Glu lle Glu Val Asp Gly Phe
368 369 370 371 372 373 374 375 376 377 378 379 380 381 382 383
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Exon 8
1249 CTC TTC CCC AAG AAC ACCCAG TTT GTG TTC TGC CAC TAT GTG GTG TCC

417 Leu Phe Pro Lys Asn Thr GIn Phe Val Phe Cys His Tyr Val Val Ser
384 385 386 387 388 389 390 391 392 393 394 395 396 397 398 399
c. 1321C T (p.P441S) 3
1297 CGG GAC CCC ACT GCC TTC TCT GAG CT GAAAGC TTC CAG CCC CAC CGC
433 Arg Asp Pro Thr Ala Phe Ser Glu Pro Glu Ser Phe GIn Pro His Arg
400 401 402 403 404 405 406 407 408 409 410 411 412 413 414 415

C. 138101T (p.Q461X) 3

1345 TGG CTG AGA AAC AGC CAG CCT GCT ACC CCC AGG ATC CAGCACCCATTT

449 Trp Leu Arg Asn Ser GIn Pro Ala Thr Pro Arg lle GIn His Pro Phe
416 417 418 419 420 421 422 423 424 425 426 427 428 429 430 431
C. 1414-1421 delGGGGTCCG (presente estudio)
c.1420 C-T (p.R474W) 1%
c.1420 C- (p.R474G) 8

C. 1421G - A (p.R474Q) %4

C. 1434C - A (p.G478G) 7
LT (p.R479C) °©
-G (p.R479G) =
~A (p.R479S) 17

c.1415G ~C (p.G472A)v ! il
1393 GGC TCT GTG CCC TTT GGC TAT GG GTC CG GCC TGC CTG GBC CGC AGG
465 Gly Ser Val Pro Phe Gly Tyr Gly Val Arg Ala Cys Leu Gly Arg Arg
432 433 434 435 436 437 438 439 440 441 442 443 444 445 446 447
Ex6n 9
1441 ATT GCA GAG CTG GAG ATG CAG CTACTC CTC GCA  AGGCTG ATC CAG AAG
481 lle Ala Glu Leu Glu Met GIn Leu Leu Leu Ala Arg Leu lle GIn Lys
448 449 450 451 452 453 454 455 456 457 458 459 460 461 462 463

1489 TAC AAG GTG GTC CTG GCC CCG GAG ACG GGG GAG TTG AAG AGT GTG GCC
497 Tyr Lys Val Val Leu Ala Pro Glu Thr Gly Glu Leu Lys Ser Val Ala
464 465 466 467 468 469 470 471 472 473 474 475 476 477 478 479

C. 1473C - T (p.Q525X)(presente estudio)

1537 CGC ATT GTC CTG GTT CCC AAT AAG AAAGTG GGC  CTG CAG TTC CTG CAG
513 Arg lle Val Leu Val Pro Asn Lys Lys Val Gly Leu GIn Phe Leu GIn
480 481 482 483 484 485 486 487 488 489 490 491 492 493 494 495

1585 AGA CAG TGC TGA
529 Arg GIn Cys END
496 497 498
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Apéndice lll.- Relacion de los pacientes con XCTutdtiones, aspectos clinicos y epidemiolégicos.

Ne N° | Zona Con- Mutacion 1 Mutacion 2 Edad inicio Edad| Edad | Sintoma | Edad Xantomas Edad | Alt. Tto Evolucion
familia | caso| procedencia| sanguinidad sintomas Dx | exitus|inicio cataratag diarreal esqueléticas
neuroldgicog
1 1-1 | Galicia No C.844+1G.T p.R395C 18 32 NF Epilepsia| 28 No NC Escoliosis ADDItE, | Estable
(Corufia) atorvastatina,
2 2-1 | Galicia No p.Q230X p.R395C 10 30 NF Epilepsia 14 No 10 laTebrta, | AQDC, VitE, | Deterioro
(Pontevedra escoliosis, pie pravastatina
cavo
2-2 | Galicia No p.Q230X p.R395C 12 23 NF Cataratas 10 No 12 laTalrta, | AQDC, vitE, | Deterioro
(Pontevedra pie cavo pravastatina
3 3-1 | Galicia No p.R395C p.Q525X 12 32 NF Retraso | 15 Aquileos,| NC Pies cavos AQDC, NC
(Pontevedra intelectual rodillas, estatina
codos
3-2 | Galicia No p.R395C p.Q525X 12 22 NF Retraso | 20 Aquileos,| NC Facies tosca| AQDC, NC
(Pontevedra intelectual codos atorvastatina
3-3 | Galicia No p.R395C p.Q525X 15 28 NF Epilepsiag No Aquilepdo NC AQDC, NC
(Pontevedra estatina
4 4-1 | Galicia No p.T339M p.Q525X 12 31 NF Retraso | 30 Aquileos,| NC Facies AQDC Deterioro
(Corufia) intelectual rodillas, miopatica,
codos cifoescoliosis
pies cavos
5 5-1 | Asturias No p.R395C p.R395C 20 36 NF Paramr86 Aquileos,| 15 Pies cavos AQDC, Deterioro
rodillas, simvastatina
codos
6 6-1 | Galicia Si p.R395C p.R395C 30 32 NF Alteracigr32 Aquileos,| No No AQDC, vitE | Estable
(Orense) marcha rodillas
7 7-1 | Galicia Probable €.1043-1054 €.1043-1054 12 56 60 Alteracion| 56 No NC NC AQDC Exitus
(Orense) delTGTACCACCTCT| delITGTACCACCTCT] marcha
7-2 | Galicia Probable €.1043-1054 €.1043-1054 12 51 52 Alteracion| No No NC NC vit E Exitus
(Orense) delTGTACCACCTCT| delITGTACCACCTCT] marcha
8 8-1 | Galicia NC p.R395C c.1414-1421 12 46 NF Retraso |18 No NC Facies AQDC, vitE, | Estable
(Pontevedra delGGGGTCCG psicomotor dismorfica, | pravastatina
pies cavos
8-2 | Galicia NC p.R395C c.1414-1421 12 46 NF Retraso |18 No NC Facies AQDC, VvitE, | Deterioro
(Pontevedra delGGGGTCCG psicomotor dismorfica, estatina,
pies cavos, 176
atrofia
muscular




Ne Ne Zona Con- Mutacion 1 Mutacion 2 Edad inicio| Edad | Edad | Sintoma Edad Xantomas Edad Alt. esqueléticas | Tto Evolucién
famili | caso | procedencig sanguinidad sintomas Dx |exitus |inicio cataratas diarrea
a neuroldgicos
9 9-1 Zamora No c.1184+1G-A |c.1184+1G-A |12 36 NF Retraso 36 Aquileos, |12 Pie cavo, cifosis, AQDC, Estable
psicomotor rotulianos labio leporino, atorvastatina
alopecia
10 10-1 | Galicia Si €.1043-1054 | p.R395C 42 46 NF Alteracion | 38 Aquileos 12 Pies cavos AQDC, Deterioro
(Orense) delTGTACCA marcha pravastatina
CCTCT
10-2 | Galicia Si €.1043-1054 |p.R395C 50 52 NF Alteracion | 35 Aquileos 12 Pies cavos AQDC, Estable
(Orense) delTGTACCA marcha pravastatina
CCTCT
11 11-1 | Segovia No p.N403K p.T339M 23 46 47 Epieps | 46 No NC No AQDC Exitus
12 12-1 | Caceres No p.W268C p.W268C 12 46 47 Retraso 39 No NC Pie cavo AQDC, Exitus
psicomotor pravastatina
13 13-1 | Burgos Si c.845-1G- A c.845-1G.A |18 54 56 Alteracién |54 No NC NC AQDC, Exitus
conductual atorvastatina
14 14-1 | Toledo Si p.R395C p.R395C 14 36 NF Retraso| 23 Aquileos 12 Pies cavos AQDC, Deterioro
psicomotor pravastatina
15 15-1 | Galicia No NC NC 12 41 NF Cataratas 12 Aquileos| NC Dedos palillo AQDC, Deterioro
(Orense) rotuliano, tambor simvastatina,
dedo LDL-aféresis
16 16-1 | Cadiz No p.R405W p.R405W 37 44 NF Cataratas24 Aquileos 12 Pies cavos AQDC, Deterioro
(celiaca) simvastatina
17 17-1 | Burgos Si p.W133X p.W133X 35 38 NF Diarrea |26 Aquileos 12 Pies cavos, AQDC Deterioro
aracnodactilia
18 18-1 | Granada No p.R405W p.T343R 25 32 NF Catara | 25 Aquileos 12 Pies cavos AQDC, Deterioro
simvastatina
19 19-1 | Granada No p.R405W p.R395C 12 14 NF CGafara | 8 No 12 Pies cavos, AQDC, Estable

paladar ojival

simvastatina
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Apéndice IV.- Sintomas neurolégicos en los pacgentan XCT.

N° EDSS Piramidalismp Ataxia | Epilepsia | Parkinson Miopatia NeuropgtRetraso Trastorno |Demencia
paciente psicomotor | psiquiatrico

1-1 4,5 + + + - - + (desm) + + +
2-1 4,5 + + + - - + (desm) - + -
2-2 4,5 + + - - - + (desm) - + -
3-1 4,5 + + + - - + (axon) + - -
3-2 4,5 + - + - - probable + - -
3-3 0 NC NC + - - NC - - -
4-1 4,5 + + - - - + (desm) + - -
5-1 4,5 + - - - - probable - + +
6-1 4 + - - - - - - + -
7-1 9 + + - - - - - - +
7-2 9 + + - - - - - - +
8-1 4,5 + - - - - + + + -
8-2 4.5 + - - - - + + + -
9-1 3,5 - + - + - + (axon) + + -
10-1 4,5 + + - - - - - + +
10-2 3,5 + + - - - probable - + -
11-1 3,5 + + + - - NC - NC +
12-1 6 + + - - - + (desm) + - +
13-1 7 + + - + - - + + +
14-1 8 + + - + - + (axon) + + +
15-1 4 + + - + - - - + +
16-1 6 + + - - - + (desm) - - +
17-1 3,5 + + - - - + (axon) + + +
18-1 3,5 + + + - - NC - + +
19-1 3,5 + + + - - + (desm) + - -
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Apéndice V.- Pruebas complementarias en los paseaan XCT

des

*Determinacion

realizada en
Dijon; valores de

referencia 2,45

+/- 0,83 mg/l

N° Colestanol Colesterol| TC crangal RM craneal M dé®pinal| ENF PEV PESS EEG Otras enfermedal
1-1 119 126 No Atrofia, Normal PNP desm| Alterados Alteradog Normal [©0: 7S
desmielinizacién
2-1 No 139 No Normal Normal PNP No No No No
desmie
2-2 No 143 No Normal Normal PNP No No No No
desmie
3-1 No 203 Tipico Tipico No PNP mixta NC NC Adtisid No
paroxistixa
3-2 No 148 No Chiari tipo | No No No No Ondas agaiglg No
lentas
3-3 No 177 No Normal No No No No No No
4-1 No 158 Tipico Tipico No PNP desin  Alterados No DesestructuradpColelitiasis
5-1 1,1 mg/dl 194 Atrofia Atrofia, leucoaraiosis | etdias No No No No Nefrolitiasis,
discales artritis reumatoide
6-1 No 186 No Normal Normal Normal Normal Altecad | Normal Nefrolitiasis
7-1 No 168 No Tipica No No No No No No
7-2 57 165 No Tipica No Normal No No No No
8-1 No 231 No Atrofia No PNP axon  Alterados Aldoa No No
8-2 No 168 Atrofia Atrofia No PNP axon  Alterados | Alterados No No
9-1 104 205 No Tipica No PNP axon No No Ondaskent | Colelitiasis
10-1 | 85 199 No Tipica No Normal Normal Altevad | DesestructuradoTiroiditis
autoinmune
10-2 | 166 186 No No No No No No No Hipotiroitis
11-1 | 56 185 Tipico Tipico No No No No Puntada Nodulo tiroideo
generalizada
12-1 | 82 127 No Tipico Normal PNP desm Alterados Alterados No No
13-1 | 57 204 No Tipica No Normal No No Normal Civlesis
14-1 | 102 199 Tipico Tipica No Normal No Normal | Normal Colelitiasis
15-1 | 31 mg/dL* 146 Tipico Tipica Normal Normal | Normal Alterados Normal No
16-1 | 238 209 No Tipica Normal PNP desm No No o N Enf celiaca,
malrotacién
intestino,
nefrolitiasis
17-1 | 188,9 185 Normal Tipica Normal PNP Alterados Alterados No Marfan
axonal
18-1 | NC NC NC NC NC NC NC NC NC No
19-1 | 97 141 Normal Lesiones No PNP desm| Alterados No Punta-onda | Intolerancia a
desmielinizantes generalizada | lactosa
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Apéndice VI.- Casos de XCT en Espafa descritda bteratura

N° N° Zona Con- Mutacion| Mutacion| Edad inicio | Edad| Edad | Sintoma | Edad Xantomag Edad | Alt. Tto Evolucion| Referencia
familia | pacientg procedenciasanguinidad 1 2 sintomas Dx | exitus|inicio cataratay diarreal esqueléticas
neurolégicos
I -1 NC No NC NC Nacimiento| 34 | 44 Retraso | 20 No NC No ADC Exitus Arpay
(Madrid) psicomotor cols®d}
I -1 NC No NC NC 11 27 NF Epilepsia 21 No No No AQDC NC an@pdelacre
(Barcelona) y colsd}
-2 NC No NC NC 12 27 NF Epilepsia 21 No No No AQDC NC
(Barcelona)
1] -1 NC (Gran |NC NC NC 12 34 | NF | Retraso |19 Si 32 No AQDC, NC Malo de
Canaria) psicomotor simvastatina Molina y
cols %}
v V-1 NC NC NC NC 31 34 NF Cataratag 16 Si NC No AQDC Hetab| Cuende y
(Vitoria) colsd}
\Y, V-1 NC NC p.R127Q| c.446+1|13 31 | NC | Diarrea 18 Si 5 NC AQDC |NC Verrips y
(Almeria) G-A Lovastatina cols.'d}
V-2 NC NC p.R127Q| c.446+1|23 28 | NC | Trastorno| 30 Si No NC AQDC NC
(Almeria) G-A marcha Lovastatina
Vi VI-1 NC NC NC NC Nacimiento| 45 Retraso |20 Si NC NC AQDC Deterioro Bely
(Barcelona) psicomotor cols®'d}

Apéndice VII.- Sintomas neuroldgicos en los pa@smion XCT procedentes de Espafia descritos dariatlira

Ne Ne Piramidalismo| Ataxia| Epilepsia | Parkinsorn Miopatia | Neuropatigd Retraso Trastorno | Demencia
familia | paciente psicomotor | psiquiatrico
I I-1 Si Si No No No Si Si No No
Il -1 Si No Si No No No No No No
-2 Si No Si No No No No No No
1] -1 Si Si Si No No No Si No No
Y V-1 Si Si No No No Si No No No
V V-1 Si Si Si NC NC Si NC NC Si
VI V-2 Si Si No NC NC Si NC NC No
VI-1 No Si No No No No Si Si Si
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Apéndice VIIl.- Pruebas complementarias en losgraes espafioles con XCT de Espafa decsritos ierdédura

N° N° Colestanol| Colesterol| TC RM craneal RM espinal ENF PEV PESS EEG
familia | paciente craneal
I I-1 120 NC Tipico | Hiperintensidad | No PNP Normal Normal | Desorganizado,
nucleos dentadog mixta ondas agudas
y via piramidal
Il -1 0,06 NC No Tipica Normal Normal| No No No
(N=0,005)
11-2 0,09 NC No Tipica Normal Normall No No Punta-onda
(N=0,005)
1] -1 126 171 No Tipica HiperintensidadNormal | No No Punta-onda,
actividad lenta
v V-1 89 NC No Hiperintensidad | Hiperintensidad PNP Alterados | Alterados Ondas lentas
periventricular y desm
nucleos dentados
Vv V-1 NC NC NC NC NC NC NC NC NC
VI VI-1 NC NC NC Tipica NC NC NC NC NC
VI-2 NC NC NC Tipica NC NC NC NC NC
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