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1. Abstract

Introduccion y objetivos: La anemia de Blackfan-Diamond (ABD), o eritroblastopenia congénita
arregenerativa, se caracteriza por fallo eritrocitario, anormalidades congénitas y predisposicion a
neoplasias. De extremadamente baja prevalencia. Se pretende evaluar la respuesta eritropoyética al
tratamiento con L-Leucina en los pacientes con anemia de Blackfan-Diamond como nueva diana
terapéutica.

Material y métodos Se ha realizado un estudio observacional, descriptivo y analitico sobre los
pacientes de una consulta de eritropatologia en un hospital terciario, referencia en una comunidad
autonoma, a los que se les ha introducido una variacion en su aporte nutricional. Recientemente, en
dicha consulta se adiciond a la dieta L-Leucina, dirigido a un receptor clave (via de la mTOR) en la
patogénesis de la ABD. Se recogieron los datos de 7 pacientes antes de en el momento del primer
registro, a los 3 y 5 meses. También se recopilaron los datos anteriores al inicio del suplemento.
Resultados: Edad media 25.8 (IC 95% 11.22-40.49). Se describe el perfil genético demostrando
herencia autosomica dominante con penetrancia incompleta y expresion variable y mutaciones de
novo. Se describen las mutaciones. No se encontraron diferencias significativas en las
distribuciones de hematimetria, volumen corpuscular medio, metabolismo del hierro. Si en la
evolucion de la eADA y la EPO. Se describe el aminoacidograma, la calidad de vida segun indice
de Morisky-green y los casos de remisién completa.

Conclusiones: En el seguimiento a 5 meses, apenas ha habido repercusion en la evolucion de los
pacientes en cuanto a sus parametros. Tan solo en la EPO y el ADA demostraron unas diferencias
Ilamativas, algo que hace pensar que con un seguimiento mas prolongado puedan verse reflejados
los efectos del suplemento nutricional en esta enfermedad, que por su escasa prevalencia hace

dificil la reunién de un tamafio muestral mayor.

Introduction and objectives: Diamond-Blackfan anemia (ABD), or congenital erythroblastopenia
aregenerative is characterized by red cell failure, congenital abnormalities and predisposition to
cancer. Extremely low prevalence. The purpose is to evaluate the erythropoietic response to
treatment with L-Leucine in patients with Diamond-Blackfan anemia as a new therapeutic target.

Material and Methods: An observational, descriptive and analytical study on patients in a
Erythropathology consult in a tertiary hospital, which is a reference in an autonomical community,
which has introduced them to a variation in their nutritional intake. Recently in the consult ,L-
Leucine as added to the diet, wich was directed to a key receptor (mnTOR pathway) in the
pathogenesis of ABD . The data were collected in 7 patients at the time the first record, at 3 and 5
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months.In addition, the previus data of these patients, before the introduction of L-Leucine in the
diet, was collect.

Results: Average age 25.8 (95% CIl 11.22-40.49). The genetic profile is described showing
autosomal dominant inheritance with incomplete penetrance and variable expression and it can be
found de novo mutations also. The mutations has been described. No significant differences in the
distributions of blood count, mean corpuscular volume, iron metabolism were found. On the other
hand, in the evolution of the ADA and the EPO significant differences has been found. The
aminoacidograma has been described, according to the quality of life index Morisky green and
cases of complete remission.

Conclusions: In the follow-up to 5 months, there has been found a little impact on patient outcomes
in their parameters. Only in the EPO and the ADA they showed some striking differences, which
suggests that with longer follow-up may be reflected the effects of nutritional supplement in this

disease, which by its low prevalence difficult meeting a larger sample size.

2. Palabras Clave

Anemia de Blackfan-Diamond, Leucina, eritroblastopenia, enzima Adenosina-D-Aminasa,
Eritropoyetina

3. Introduccion

3.1 Definicion y alteraciones analiticas de la enfermedad; Anemia de Blackfan-

Diamond o Eritroblastopenia congénita
La anemia de Blackfan-Diamond (ABD) es una anemia congénita arregenerativa y con
frecuencia macrocitica con eritroblastopenia, una médula 6sea normocelular con ausencia de los
precursores eritroides. Presenta ademas macrocitosis, elevacion de la hemoglobina Fetal (HbF), y
de la enzima Adenosina-D-Aminasa (eADA). La presencia de macrocitosis y HbF, se ha
relacionado como consecuencia de un “estrés en la eritropoiesis” y omision en las divisiones de los

eritrocitos, aunque no es un mecanismo Unico en la patogenia de la ABD.

3.2 Prevalencia e Incidencia

La incidencia anual en la poblacion general europea se estima alrededor de 1/150.000.

Ambos sexos estan afectados por igual y no se ha identificado ninguna predisposicién étnica®

3.3 Clinica
Los pacientes con Anemia de Blackfan-Diamond, presentan (la forma clasica) tipicamente a

las nueve semanas del nacimiento con astenia generalizada, dificultad para las tomas y lactancia, y
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palidez mucocutanea. La mitad de todos los pacientes de ABD presentan baja estatura y anomalias
somaticas congénitas. La mas frecuente la craneofacial, (secuencia de Pierre- Robin: retrognatia,
glosoptosis y fisura velopalatina media) y fisura palatal, anomalias urogenitales y de los pulgares.
Ademas los pacientes con ABD tienen un riesgo elevado de padecer leucemia y cancer.?
3.4 Diagnostico diferencial

El diagndstico diferencial puede incluir eritroblastopenia transitoria, infeccion por parvovirus
B19 y otras anemias congénitas. En casos familiares, el riesgo de recurrencia es del 50%. Las dos
principales herramientas terapéuticas son transfusiones periodicas y corticosteroides de forma
continua. Se puede considerar el trasplante alogénico de medula 6sea en pacientes corticoresitentes

con hermano no afecto y HLA idéntico. El pronéstico es generalmente bueno.?

3.5 Genética y Herencia

La ABD es una enfermedad genética de herencia autosomica dominante con penetrancia
incompleta de expresion variable, aunque también puede presentarse como una mutacién de novo.
El analisis llevado a cabo por Jeffrey M et al? sobre el registro americano de pacientes con ABD
demuestra que las alteraciones genotipicas, con o sin anomalias congénitas, aparecen en un namero
mucho mayor de casos hereditarios autosomico dominantes, del que se creia.

En el andlisis genético a familiares de sujetos afectos, la incidencia de la herencia familiar se
incrementa de un 10-15% que se creia, a un 45%. Por tanto, se considera que hay pacientes que sin
cumplir los criterios tradicionales de ABD presentarian un cuadro de Blackfan-Diamond ‘“no
clasico”.® Por ello, el diagndstico de ABD podria no ser adecuado, por ejemplo, en pacientes con
una anemia leve, o sin anemia con solo macrocitosis, o incluso en edad adulta®, y pacientes con
estatura corta sin anormalidades en la eritropoyesis, que sin embargo si presentarian las mutaciones
descritas en la ABD?®.

Actualmente, se han identificado unas mutaciones causantes de la enfermedad en un 40-45%
de los pacientes. Todas ellas implican genes que codifican proteinas ribosémicas, bien de la
subunidad pequefia del ribosoma (RPS7, RPS17, RPS19, RPS24), o de la grande (RPL5, RPL11,
RPL35A). Las mutaciones en RPS19, RPL5 y RPL11 se encuentran en el 25%, 9% y 6,5% de los
pacientes respectivamente, mientras que los otros genes estan cada uno implicados en s6lo un 1-3 %
de los casos. La Unica correlacion clara genotipo/fenotipo hecha hasta ahora es la asociacion de
anomalias craneocefalicas en portadores de las mutaciones RPL5 y RPL11, y la baja prevalencia de
esas anomalias en portadores de mutaciones en RPS19.

En un nifio con anemia y eritroblastopenia, el diagnostico puede ser confirmado por una
historia familiar (10-20% de los casos), malformaciones asociadas (40% de los casos), y niveles

elevados de adenosina-D-aminasa (ADA) de los eritrocitos, la cual es un marcador sensible pero no




especifico que puede estar incluso elevado en familiares sin otro sintoma de ABD. La deteccion de

la mutacion causante de la enfermedad es de valor diagnostico.

3.6 Bases fisiopatologicas y genéticas de la Anemia de Blackfan-Diamond.

Las bases fisiopatologicas de la ABD, son las mutaciones de las proteinas ribosomales,
creando una disregulacion en la biogénesis de los ribosomas. Se han ido identificando vias
fisiopatoldgicas y en concreto efectos especificos sobre los tejidos que tienen estas mutaciones; en
particular la deficiencia de la proteina ribosomal Rps19.

El ribosoma maduro es un complejo macromolecular dependiente de una disponibilidad bien
equilibrada entre el RNA y las proteinas ribosomales, en el que cualquier mutacion en las mismas
que provoque una haploinsuficiencia es la causante de este desequilibrio y de la sintomatologia en
los pacientes de ABD. Esta vulnerabilidad se evidencia en los tejidos que requieren una alta
eficiencia en la traduccion del ADN, como es el caso de la principal alteracion en este sindrome, la
eritropoiesis ineficaz.

Con el fin de demostrar la base genética de este sindrome, se crearon estudios
experimentales, los cuales recientemente, demostraron la existencia de una mutacion en el gen
RPS19, el primero descrito y que aparece aproximadamente en el 25% de los casos de ABD.

El primer raton experimental fue homocigoto para la haploinsuficencia del RPS19, la cual
fue letal. El raton heterocigoto mostré un fenotipo tipico de la ABD. Sin embargo, estos ratones,
debido a que la haploinsuficencia habia sido provocada, y con ello su anemia, no respondieron a la
terapia esteroidea, y presentaron mutaciones en el c-kit y c-kit ligando, los cuales ahora se conocen
que estan involucrados en el mecanismo molecular en la patologia de la ABD.®

Uechi et al ® extendieron estas observaciones para otras proteinas ribosomales, demostrando
un defecto en la eritropoiesis en tres de 20 ratones con mutacion en RPL35a, ya descrita en
pacientes con ABD’. Se acepta que la ABD aparece como respuesta a un defecto celular intrinseco
en el cual los progenitores eritroides son altamente sensibles a la apoptosis. Los fenotipos en ratones
y peces cebra, sugieren que la regulacién de la via del oncogen p53 y juega un papel importante en

el fenotipo pro-apoptoico de las células con haploinsuficencia proteinica ribosémica.
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La “hipotesis del estrés ribosomal”, descrita por Dianzani y Loreni® explica que un
decaimiento de la sintesis de las proteinas ribosomales activa la via del p53, obteniendo como
resultado un “stop” en el ciclo celular o apoptosis de estas células. Esto se traduce en el fenotipo de
los pacientes con ABD: anemia, retraso en el crecimiento y malformaciones congénitas.

Ademas, la relacién entre el nucléolo y el déficit de la sintesis de proteinas ribosomales no
solo provoca apoptosis mediante p53, sino que también sugiere un papel de oncogénesis presente en
laABD °.

Hay muchos mecanismos que podrian explicar esta patogenesis, uno de los principales en la
fisiopatologia de la ABD, implica la interaccion de determinadas proteinas ribosomales con la
MDM2 (Murine Double Minute), un potente regulador de los niveles y actividad del p53. La
MDMZ2 es una ubiquitin-ligasa de estructura anular que interacciona y promueve la degradacion del
p53. Tres proteinas de la subunidad 60s (RPL5/RPL11/RPL23) se ha demostrado que se unen a la
MDM2 reduciendo su actividad de ligasa, lo que se traduce en una estabilizacion del p53%. La
interaccion de estas proteinas con MDM2 se ha estudiado mas frecuentemente en el contexto de
farmacos que inhiben la transcripcion de la ARN polimerasa | o tienen un efecto general sobre el
montaje de ambas subunidades ribosomales, 40S y 60S.

En estos tratamientos, el ensamblaje ribosomal se inhibe en etapas tempranas de un proceso
jerarquico y complejo mediante el cual las proteinas se unen directamente a rRNA para facilitar la
posterior union de otras proteinas ribosomales.

La disrupcion en la unién de las subunidades ribosémicas resulta en la desviacién de las
proteinas ribosomales (las que deberian formar las subunidades del ribosoma) a otros destinos
dentro de las células. En muchos casos se cree que las proteinas ribosémicas libres son degradadas
rapidamente para evitar la presunta toxicidad asociada con la alta liberacion de pequefias proteinas
béasicas en la célulat. En los Gltimos afios, sin embargo, ha quedado claro que las proteinas
ribosomales desviadas de sus destinos, pueden ser importantes moléculas de sefializacion que
relacionan el conjunto del ribosoma fallido con la estabilizacion y activacion de p53.

En contraste con los estudios de farmacos que inhiben el ensamblaje de las subunidades
ribosomales, una deficiencia de la proteina ribosomal afecta principalmente sélo a su subunidad
ribosomal correspondiente!?. Solo la proteina ribosomal RPS7 (de la subunidad 40S) ha demostrado
que interacciona con la MDMZ2, y esta interaccion es méas débil que la observada en la subunidad
ribosomal grande con las proteinas antes mencionadas. Ademas, curiosamente, dos genes
recientemente descritos como genes de la ABD, RPL5 y RPL11%, codifican respectivamente a las

proteinas ribosomales Rpl5 y Rpsll. Estas proteinas se unen energicamente a la MDM2,




posiblemente como un complejo junto con la subunidad 5s del rRNAX. EI descubrimiento de las
proteinas Rpl5 y Rps11, sugiere que la sefial en esta via permite operar aunque no sea al méximo de
eficiencia, eludiendo el fenotipo pro-apoptoico.

@ - @W® % Figura 1. Hipdtesis del modelo de ensamblaje de las proteinas
L ]

ribosomales y la induccion de apoptosis en la ABD?: (A) Union en

BRpI}SA“" @ @ % % sujetos sanos. (B) Union no funcional en sujetos con deficiencia de la
o B ®

proteina35A en la subunidad grande, la cual no permite la unién de las

; i proteinas RPL5 y RL11 unidas al ARN reducen la actividad de la
\J‘MDMz pS3 ‘M apoptosis
MDM2, estabilizando al p53 y promoviendo la apoptosis. (C)La

Rpls -+ @ : ‘&?"’1‘. : @ - haploinsuficiencia en el RPL5 no provocaria una fuerte interaccion con
® \;\ v.\ v.\ la MDM2, ya que la proteina 11 no se uniria a ella sola, por lo que no

se provocaria una fuerte apoptosis, pero tampoco transduccion del
ARN ribosomal.

Finalmente, Pospisilova et al'®, pusieron de manifiesto las alteraciones bioquimicas
cuantificables que servirian posteriormente para apoyar el diagnostico de ABD, y monitorizar la
evolucion de la enfermedad, o simplemente se veian alteradas sin encontrar una relacion
fisiopatoldgica clara.

Se ha esclarecido como, al tratarse de una eritroblastopenia congénita arregenerativa conformando
una aplasia pura de la serie roja, la médula 6sea estimula una eritropoyesis ineficaz, elevando la
eritropoyetina hasta niveles 1000-1500 veces por encima de lo normal. Asi mismo, se puso de
manifiesto una elevacion de la enzima ADA, la cual viene siendo observada desde el diagnostico de
la enfermedad sin poder encontrar una explicacion fisiopatoldgica que clarifique el mecanismo por
el cual aparece elevada. Presenta ademas macrocitosis, elevacion de hemoglobina fetal, y un contaje
reticulocitario bajo, junto con una fraccion reticulocitaria minima desviada a la izquierda con una

elevada fraccion de reticulocitos inmaduros, apoyando la base fisiopatoldgica observada en la ABD.

3.7 Disfuncidn del ribosoma y el desarrollo de glébulos rojos

Desde el diagndstico de la enfermedad, se ha descrito la hipoplasia de células rojas selectiva
como la caracteristica definitoria de ABD, que parece estar en desacuerdo con el hecho de que los
ribosomas son una caracteristica ubicua de todas las células con la excepcién de los eritrocitos
maduros. Por otra parte, en raras ocasiones se observan también otras citopenias hematoldgicas
significativas.

Se ha debatido como hace la haploinsuficiencia RPS19, RPS24, RPS17 y RPL35a, RPL5 y
Rplll para manifestarse clinicamente al afectar solo ciertos tejidos y células sobretodo en la

produccién de la serie roja.
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La alta demanda para la sintesis de ribosomas asociados con la proliferacion y diferenciacion
de precursores de células rojas pueden hacer a estos precursores inusualmente sensibles a los
efectos de una reduccion en la sintesis de ribosoma. La produccion de glébulos rojos de répido
crecimiento de los fetos se produce en el tercer trimestre de forma que es aproximadamente 3-5
veces mayor que en el adulto.

La edad media de presentacion en el 93% de los pacientes que debutan durante el primer afio
de vida de la ABD clésica es de ocho semanas. Tras el nacimiento, la produccion de eritropoyetina
desciende en respuesta a elevadas presiones parciales de oxigeno, una hemoglobina elevada, y un
cambio a la hemoglobina adulta (la cual tiene menos afinidad por el oxigeno que la fetal). La
imposibilidad de llegar a un nuevo estado de equilibrio daria lugar a una presentacién de ABD
anémica a las 8 semanas, el momento en que se requiere de una nueva produccion de globulos
rojos. Estos cambios conducen a una anemia fisioldgica transitoria. Tras el restablecimiento de una
unidad eritroide y su estabilizacion en la sintesis de ribosomas, la presencia de la haploinsuficiencia
para las proteinas ribosomales criticas (Rps19, Rpl5,etc), se manifiesta en la forma clésica de

anemia arregenerativa.'®

3.8 Tratamientos disponibles en la anemia de Blackfan-Diamond.

Figura 2. Vias involucradas en la patogénesis de DBA
y posibles dianas para nuevos farmacos'’ (1) La

sustitucion de la prednisona con un receptor de GC

: agonista con potencialmente menos efectos secundarios,

o g g >A|tt1€"':::1§1:rioot1:i[por ejemplo, el deflazacort. (2) Identificacién de genes

x implicados en la respuesta terapéutica a prednisona y la

posterior identificacion de compuestos que inducen o

@ ?L""‘ activan  especificamente estos genes. (3) La
3

identificacion de los genes y vias implicadas en el

4
g /A mecanismo por el cual el estrés ribosomal induce una

7 ’/ RP
1 { /  |deficiency respuesta de p53. (4) Identificacion de genes que actdan
(M 4M / tras la activacion de la via p53 para inducir el fenotipo de

Proliferation Apoptosis/cell f

cle arrest ABD. (5) mejorar el efecto de GC en combinacion con

f
!
[
f otros compuesto, por ejemplo, estabilizadores de HIF1a.
|

Cytoplasm Nucleus Nucleolus

3.8.1 Glucocorticoides
El mecanismo subyacente al efecto terapéutico de los glucocorticoides!’ todavia no se
comprende totalmente, y sigue siendo dificil averiguar si el efecto es especifico de la enfermedad o

simplemente el resultado de un estimulante directo sobre la auto-renovacion de las células
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precursoras eritroides'®, Este Gltimo esta soportado por el papel fisiologico del cortisol endégeno en
la promocion de la auto-renovacion de precursores eritroides y rapida normalizacion de la anemia
grave'®. La respuesta inducida por los glucocorticoides para la eritropoyesis tras la estimulacion de
la p53 se acelera en los ratones knock-out®®, lo que sugiere un papel reciproco del receptor
glucocorticoideo y la p53 en la regulacion de la eritropoyesis, el mantenimiento del equilibrio entre

la auto-renovacién y diferenciacion.

3.8.2 Efectos secundarios del tratamiento con corticoides cronicos.

- Sindrome metabolico creando morfologia tipo Cushing con obesidad, hipertension arterial,
diabetes tipo 2, osteoporosis, lipodistrofia, cara de luna llena, hiperpigmentacion cutanea.

- Estrefiimiento.

- Sintomas psiquicos debidos al aumento de los corticoides circulantes, como insomnio,
irritabilidad, alteraciones en el comportamiento.

- Miastenia y debilidad muscular generalizada.

- Retraso en el crecimiento y talla baja, por lo que estan especialmente limitados y a dosis
minimas en los nifios (poblacion diana debido a que es fundamentalmente en la edad en la que se
encuentra esta patologia, al afio del nacimiento).

- Inmunosupresion permanente, lo cual provoca un amplio espectro de aumento de
infecciones oportunista y aumento en la frecuencia y duracion de procesos infecciosos, siendo tipica

la candidiasis oral

3.9 L-Leucina: objetivo terapéutico.
3.9.1 QuéeslaLl-Leucina.
La leucina es uno de los veinte aminoacidos que utilizan las células para sintetizar proteinas.
Esta codificada en el ARN mensajero como UUA, UUG, CUU, CUC, CUA o CUG. Su cadena
lateral es no polar, un grupo isobutilo (2-metilpropilo). Es uno de los aminoacidos esenciales. La
leucina se usa en el higado, tejido adiposo, y tejido muscular. Se ha descrito la presencia de este

aminoacido en distintas fuentes naturales.

3.9.2 Papel de la L-Leucina en la Anemia de Blackfan-Diamond
El sindrome mielodisplasico con delecion aislada de 5g- comparte la misma fisiopatologia
que la ABD al tener ambas entidades mutaciones en las proteinas ribosomales (Rpsl4 en el
sindrome 5¢- y Rps19 el mas frecuente en la ABD) creando una haploinsuficiencia y por tanto una

anemia grave. La Hipotesis principal se basa en el hecho de que la L-Leucina es un conocido
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activador de la translacion del mRNA, el cual en estudios experimentales ha demostrado sobre
determinados sujetos la disminucion de la sintomatologia de la ABD. Se sugiere que la via principal
donde actua la L-Leucina es la mTOR pathway.

La L-Leucina y su metabolito el Beta-Hidroxi-Beta-Metilbutirato, estimulan la iniciacion de
la transduccidn proteinica a través del complejo mTOR. Esto produciria una disminucion en la
transcripcion proteinica causada por la deficiencia de la proteina ribosomal en los pacientes con
ABD.

El estudio experimental de Payne et al 2!, puso de manifiesto como el aporte de L-Leucina
producia beneficios generales en embriones de pez zebra a los que se les habia provocado
quimicamente una haploinsuficiencia de la proteina ribosomal Rps19, (desarrollando el mismo
fenotipo que los pacientes con ABD: retraso en el crecimiento y defectos en la organogénesis como
defectos craneocefalicos, oftalmoldgicos y cardiacos). Dichos defectos fueron mitigados con el

tratamiento de L-Leucina, asi como el fenotipo anémico de los embriones.

3.9.3 Resultados del tratamieto con L-Leucina en estudios
experimentales.

Estos efectos coinciden con un incremento en la fosforilacion de la diana S6K1 (Via mTOR)
pero no en la diana 4E-BP1. El incremento de la fosforilacion ha sido evidenciado principalmente
en el tejido hematopoyético caudal, uno de los principales sitios de desarrollo y diferenciacion de
los progenitores hematopoyéticos. Ademas, cuando los investigadores estudiaron la
haploinsuficiencia de la proteina ribosomal Rps19 en las células humanas CD34+, observaron
mejoras en la expansion eritroide tras la suplementacion con L-Leucina. Sin embargo, también es
necesario evaluar la respuesta de la p53 tras el tratamiento con Leucina para poder evaluar su
seguridad y no oncogenicidad.

Cuando se ensaya la eficacia en los pacientes con haploinsuficiencia de la Rps19 tratados y
no tratados con L-Leucina, la expresién de las dianas de p53 (el cual tiene su actividad altamente
incrementada en los pacientes con haploinsuficiencia de la Rps19) Phlda3 y CCND1, se redujeron
significativamente tanto en progenitores mieloides como eritroides junto con la regulacién a la baja
del inhibidor del ciclo celular CDKNZ1A (p21), una de las principales dianas del p53.

Se reduce la ubiquitinizacion y degradacion proteosomal del p53: incrementando sus

reservas celulares y provocando la supresion hematopoyética?.
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Figura 3. Objetivos clave encontrados en los tres principales sistemas estudiados donde se ha reproducido una
haploinsuficiencia en el gen Rps19%,2124, (A) El ratén inducido por doxiciclina descrito por Jaako et al?*, mostré una
reduccion en la hemoglobinizacion e incremento del volumen corpuscular medio (VCM), con un decrecimiento en la
celularidad de la médula 6sea, y un evidente incremento en la actividad del p53. La administracion de L-Leucina mostré
una mejoria de estos sintomas, disminuyendo la actividad del p53, aumentando la hemoglobinizacion y celularidad de la
médula 6sea. (B) Payne et al?* demostraron sobre el embrion de pez Zebra con haploinsuficiencia provocada por
morfolino, también una disminucién de la hemoglobinizacion, y en de la actividad de la via mTOR, junto con un
significativo aumento de defectos del desarrollo, los cuales fueron parcialmente aminorados con el tratamiento de L-
Leucina. (C) La haploinsuficiencia provocada in vitro sobre las células humanas CD34+ realizado por Payne et al?,
demostrd una significativa disminucién de la diferenciacién en las células eritrocitarias. El tratamiento con L-Leucina

incremento el recuento eritrocitario. lustracion adaptada de Marie Dauenheimer.

Las bases fisiopatologicas demostradas en la ABD han sido la haploinsuficiencia de las
proteinas ribosomales y la regulacién al alza del protoncogen supresor de tumores p53. Estas
mismas bases han sido demostradas en el sindrome mielodisplasico con delecion aislada de 59-. El
estudio de Anupama Narla et all®®, puso de manifiesto que el tratamiento con L-Leucina mejoraba
la anemia en ABD y sindrome 5g- (provocando in vitro una haploinsuficiencia de las proteinas
ribosomales rps19 y rps14, aumentando el nivel de eritrocitos en el embrion). Se demostro que los
niveles de p53 y uno de sus principales dianas CDKN1A, se veian transcripcionalmente elevados, lo
cual explicaba la continua apoptosis inducida de los eritrocitos. En esta via tras la administracion de
L-Leucina en dosis crecientes (10mg hasta 100mg), si se observaba un aumento de los eritrocitos
con respuesta positiva sin ver una regulacion a la baja del p53 y su diana CDKN1A, siguiendo

elevados tras dosis crecientes de L-Leucina.
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Las conclusiones de este estudio demostraron que la L-Leucina si es efectiva sobre las
mutaciones de Rpsl9 y Rpsl4, aumentando el nivel de eritrocitos, pero a través de una via
independiente del p53, que ademaés, apoya a la seguridad de este tratamiento debido a que una
regulacion a la baja del p53 podria suponer el aumento de la prevalencia de tumores en los

pacientes con ABD tratados con L-Leucina.

La via por la cual actlia la L-Leucina, es la via de la mTOR, demostrado por Jaako et al?*, a
través de la cual fosforila y activa distintas dianas como la S6K1, la cual condiciona una cascada de

sefiales activando distintas proteinas ribosomales.

Sus resultados validan el uso de L -leucina para el manejo clinico de estos pacientes
debido a que la inactivacion de P53, que se asocia con el crecimiento tumoral, no parece ser un

factor de confusidon en la respuesta de L-leucina de DBAy SMD 5q —

Se tom6 como base el ensayo clinico realizado sobre un caso de Anemia de Blackfan-
Diamond, realizado por Pospisilova et al**, donde se demostrd remision in vitro e in vivo de una

paciente de 6 afios tras 9 meses con suplemento de L-Leucina 700gr/dia.

4 Objetivos
4.1 Principal:

Evaluacién de la respuesta eritropoyética al tratamiento con L-Leucina en los pacientes con anemia

de Blackfan-Diamond.

4.2 Secundarios:
Revision bibliografica de la clinica, diagnostico, bases fisiopatoldgicas de la anemia de
Blackfan-Diamond.
Caracteristicas de una muestra de pacientes con anemia de Blackfan-Diamond (edad, edad de
diagnostico, sexo, mutacién ribosomal)
Evaluacion de la seguridad de la L-Leucina en los pacientes con anemia de Blackfan-
Diamond.
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5 Material y metodos

El estudio descriptivo de casos se ha realizado de forma prospectiva sobre siete pacientes con
edades comprendidas entre los 3 y los 46 afios con diagnostico molecular confirmado de
Eritroblastopenia congénita o Anemia de Blackfan-Diamond. El diagnostico de estos pacientes ha
sido establecido de acuerdo a los criterios del grupo de trabajo de la ABD de la Sociedad Europea
de Hematologia e Inmunologia. Todos los pacientes han sido sometidos a un estudio genético con
el fin de obtener el nivel en el cual se encontraba la mutacion.

A todos los pacientes se les ha estimado la sobrecarga férrica hepatica, medida en micromoles
Fe/gr. Esta medida es una estimacion obtenida a través de la combinacion de secuencias en la
resonancia magnética obteniendo planos axiales en T2, T2*,T2** DP y T1, siguiendo el protocolo
de la Universidad de Rennes, para la valoracién del ratio IS.

A todos los pacientes se les habia administrado L-Leucina (1 gr/m?) tres veces al dia, durante
5 meses. Se habia realizado en la consulta una valoracién basal (previa al tratamiento) y se les
repitié a los cinco meses de inicio del tratamiento.

Se realiza analisis con paquete estadistico SPSS 17. Se realiza el test descriptivo y anélisis
comparativo de las variables cuantitativas mediante el test de Wilcoxon.

El servicio de Hematologia y Hemoterapia del Hospital terciario de referencia “Miguel

Servet” solicit6 la aprobacion del comité del CEICA para todos sus pacientes.

5.1 Criterios de eficacia de L-Leucina.
Se considera respuesta al tratamiento con L-Leucina cuando?®:
— Respuesta completa: Niveles de hemoglobina superiores a 9 g/dL y sin dependencia de
transfusiones.
— Respuesta parcial: Niveles de hemoglobina inferiores a 9g/dL e incremento de formula
reticulocitaria mayor en 1% o dependencia de alguna transfusion, sin incrementarse con
respecto al ritmo de dependencia transfusional previo.
—  No respuesta: Sin cambios en los requerimientos transfusionales ni cambios

significativos en las cifras de hemoglobina o porcentaje de reticulocitos.
5.2 Criterios de cumplimentacion del tratamiento
- Aminoacidograma plasmatico: Valoracion de los niveles de L-Leucina.

- Cuestionario adherencia al tratamiento Morisky-Green?’. Anexo |
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6 Resultados

6.1 Descriptivo general pacientes
Al encontrarnos con una enfermedad rara, debido a que su prevalencia se estima en 1/150.000
pacientes en la comunidad Europea, se reclutan a todos los pacientes con diagnéstico de ABD
de la consulta de eritropatologia del Hospital universitario Miguel Servet donde la muestra

contiene 4 mujeres y 3 hombres con edades comprendidas entre los 4 y 46 afos.

Paciente Edad  Sexo Mutacidn Comorbilidades

1 39 Hombre  C282Y heterocigoto  Rodete subadrtico

2 19 Mujer Exon3 RPS19 No

3 4 Hombre  Exon 6 RPL5 CIV Arco aortico derecho con arteria

subclavia aberrante

4 13 Mujer Exon4 RPS19 No
5 40 Hombre  Exon5 RPS19 No
6 20 Mujer Intron3 RPS19 No
7 46 Mujer Exon4 RPS19 No

Tabla 1. Mutacién y comorbilidades

Figura 4. Comorbilidades presentes en la muestra.

6.2 Descriptivo genética pacientes
El estudio genético de los pacientes con anemia de Blackfan-Diamond ha permitido
demostrar la variedad que presenta esta patologia en la herencia, demostrando, como se ha
mencionado antes, que puede existir herencia autosémica dominante con penetrancia incompleta
y expresion variable y mutaciones de novo. Aproximadamente el 55-60% de los pacientes
presentan una mutacion aparecida de novo, mientras que el otro 40-45% de los pacientes han

heredado la mutacion de uno de sus progenitores que también estaria afecto.
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Aproximadamente el 53% de los pacientes afectados de Anemia de Blackfan-Diamond
presentan mutaciones en alguno de los nueve genes descritos que se distribuyen de la siguiente
manera: RPS19 (25%), RPL5 (6,6%), RPS19 (6,4%), RPL11 (4,8%), RPL35A(3%), RPS10 (2,6%),
RPS24(2%) , RPS17(1%) y RPS7(1%).

El gen RPS19 se encuentra situado en la region cromosémica 19913.2, su region codificante
consta de 6 exones, 5 de los cuales codifican para una proteina ribosomal , de la familia S19E, que
es un componente de la subunidad 40S del ribosoma.

El estudio molecular?® de los genes més frecuentemente implicados en la patogénesis, nos ha
permitido demostrar las numerosas localizaciones y variedades al nivel al cual estan mutados,
provocando diferente sintomatologia y gravedad del curso en funcion del nivel al cual estos se
mutan y en funcién del gen finalmente mutado. Este descriptivo pretende mostrar una vision global
de los 7 pacientes incluidos en el estudio junto con la sintomatologia que los mismos presentan, con
el fin de sentar las bases para poder realizar futuras hipotesis y campos donde abordar el manejo

terapéutico de estos pacientes.

1: El cuadro clinico del paciente no es debido a la presencia de mutaciones puntuales en las
regiones analizadas de los genes RPS19 ni RPL5. El paciente no desea continuar con estudio
genético.

Sin embargo, en estudio genético realizado previamente en 1998 al paciente, present6
heterocigosis para la mutacion C282Y en el cromosoma 6, M/N, diagnosticandose asi de portador

de hemocromatosis, siendo esta enfermedad autosdmica recesiva, se necesitan dos alelos afectos

para manifestarse.

2: La paciente presenta una mutacion en el exén 3 del gen RPS19 en heterocigosis, lo cual
provoca la duplicacion ¢135_138dupTGCT, que supone un cambio de lectura (frameshift) a partir
de este punto (codén 47) y provoca la inmediata aparicion de un coddn de terminacion
(p-Pro47CysfsX4) que hace que la proteina para la que codifica este gen esté truncada y posea 50
aminoacidos frente a los 145 de la proteina normal. Esta mutacion no habia sido descrita
previamente como una mutacion asociada al desarrollo de Anemia de Blackfan- Diamond, pero al
tratarse de una duplicacion que provoca una proteina truncada desde el exén 4 del gen RPS19
(p.Pro47CysfsX4), no existe ninguna duda sobre su patogenicidad.

3: El paciente presenta en heterocigosis una mutacion en el exén 6 del gen RPL5, la

deleccién a nivel del c683_686delAGAA, supone un cambio de lectura (frameshift) y provoca la




aparicion de un codon de terminacion, que hace que la proteina para la que codifica este gen esté
truncada y posea 229 aminoacidos frente a los 297 de la proteina normal. Esta delecion no habia
sido descrita previamente como una mutacion asociada al desarrollo de Anemia de Blackfan-
Diamond, pero al tratarse de una deleccién que provoca una proteina truncada desde el exon 6 del

gen RPLJ5, no existe duda sobre su patogenicidad.

4:La paciente presenta en heterocigosis una mutacion en el exon 4 del gen RPS19. La
deleccidn que presenta, c251 252delGA supone un cambio en la pauta de lectura (frameshift) a
partir de ese punto, codon 84 y provoca un desplazamiento del codén de terminacion, que hace que
la proteina para la que codifica este gen sea mas larga de lo habitual y posea 151 aminoacidos frente
a los 145 de la proteina normal, ademas de variar la composicion aminoacidica de los Gltimos
residuos. Esta deleccidn ha sido descrita previamente como una mutacion asociada al desarrollo de

la anemia de Blackfan-Diamond.28

5: El paciente presenta la variante missense p.Thr124lle en la posicion 371 (c.371 C>T) del
exon 5 del gen RPS19, presente esta variante en heterocigosis. Esta variante supone el cambio del
codén 124 del gen RPS19, el cual codifica para el aminoacido Treonina, por un codon de
Isoleucina.

Este cambio nucleotidico no ha sido descrito previamente ni como un polimorfismo ni como
una mutacion asociada al desarrollo de la ABD, por lo que no es posible predecir su significado
clinico. No obstante, esta variante afecta a un residuo muy conservado evolutivamente y, ademas, el
cambio de amino4cido afecta a las caracteristicas fisico-quimicas de la proteina. Por ello, en los
programas de prediccion consultados, los diferentes algoritmos utilizados predicen que este cambio
aminoacidico si afectaria a la funcion de la proteina, pudiéndose tratar muy probablemente de una

mutacion patogénica.

6: La paciente presenta una mutacion en el intron 3 deel gen RPS19, en forma de
heterocigosis. Esto presenta el cambio nucleotidico c172+1G>A, que afecta al sitio donante de
splicing (regulador de la trasduccion) del intron 3. Esta mutacién podria inducir un fallo de splicing
de la proteina, teniendo como consecuencia un splicing aberrante en el mMRNA de la proteina
codificada por el gen RPS19, que provocaria que la proteina no fuera funcional.

Aunque el cambio nucleotidico c172+1G>A no ha sido previamente descrito como una
mutacion asociada a la Anemia de Blackfan-Diamond, al tratarse de una mutacion que afecta al

splicing de la proteina, no existe duda sobre su patogenicidad. Ademas, otras dos variantes en el




mismo nucle6tido (c172+1G>C y ¢.172+1G>T) si han sido caracterizadas en pacientes afectados
por ABD.

7 : La paciente presenta una mutacion del exon 4 del gen RPS19 en heterocigosis. Presenta la
deleccidn ¢251_252delGA , que supone un cambio en la pauta de lectura (frameshift) a partir de
este punto, coddn 84, y provoca un desplazamiento del codon de terminacion , que hace que la
proteina para la que codifica este gen sea mas larga de lo habitual y posea 151 aminoacidos frente a
los 145 de la proteina normal, ademas de variar la composicion aminoacidica de los ultimos 69
residuos. Esta deleccidn ha sido descrita previamente como una mutacion asociada al desarrollo de

la ABD. La madre presenta exactamente la misma mutacion que la hija, 4.

6.3 Descriptivo sobrecarga de hierro.

Paciente Sobrecarga de Niveles de Sintomas de

hierro Hepcidina enfermedad
(umoles Fe/gr) (ng/ml)

1 190 . No

2 50 17,00 No

3 0 14,00 No

4 20 7,00 No

5 120 22,00 No

6 120 24,00 No

7 56,00 Si

Tabla 2. Sobrecarga de hierro y niveles de hepcidina.

6.4 Descriptivo parametros analiticos de los pacientes
6.4.1 Serie roja: Hematimetria....pagina 17-19
6.4.2 Recuento reticulocitario.....pagina 20,21

6.4.3 Metabolismo del hierro...... pagina 21,22
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6.4.1 Serie roja: Hematimetria

Intervalo de

Valor medido N total Media Mediana Desviacion tipica
confianza (95%)
VCM tiempo O (fL) 7 105,81 106,00 10,38 89,43-118,48
VCM tiempo 3 (fL) 6 105,9 105,95 8,45 94,37-117,82
EPO tiempo 0 (mU/mL) 7 1440,08 690,00 1503,92 49,18-2830,98
EPO tiempo 3 (mU/mL) 5 1874,200 1892,00 1188,32 398,70-3349,69
HbF tiempo 0 (%) 7 4,0286 1,800 3,50 0,664-7,74
HbF tiempo 3 (%) 6 4,3667 4,15 3,560 0,52-7,60
eADA tiempo 0 (U/L) 5 26,12 30,40 10,79 12,71-39,52
eADA tiempo 3 (U/L) 5 23,74 30,20 9,88 11,46-36,01
Hb tiempo 0 (g/dL) 7 9,61 9,00 1,94 7,57-12,42
Hb tiempo 3 (g/dL) 6 9,46 9,10 2,34 6,44-12,83
Tabla 3. Medidas descriptivas de la hematimetria de la muestra.
Diferencias HbF Oy HoF3 P=0581 Gréfico 1. Comparacién en diagrama de
i }7 | cajas de hemoglobina fetal al inicio de la terapia
Homoglobina Feal al inico do Ia y al final
terapia
terapia
., Diferencias VCM 0y VM 3 p 0,385
Gréfico 2. Comparacion en diagrama de  cajas del
" VMC al inicio de la terapiay al final
VM o fnalizar Ia torapia
VHIC ol inicio de a terapia
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| Diferencias hemoglobina 0 y hemoglobina 3
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6 con L-Leucina
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Hemoglobina 1
Tras un mes de
tratamiento

B

Hemoglobina 2
Tras tres meses de
tratamiento

P=0,753

Hemoglobina 3

Tras cinco meses de

tratamiento

Grafico 3. Diagrama de cajas que compara la evolucién de la hemoglobina antes del inicio de la terapia, como a

lo largo del tratamiento, al mes, a los tres meses y a los cinco meses.

S imiento de la evol de los nivelesde H globina antes (Hb0) y durante el tratamiento (Hb1l,Hb2 Hb3) con L-Leucina
Evolucion por paciente de la determinacion dee hemoglobina en el tiempo
HbO: Unmes antes del tratanuento con L-Leucina.
Hbl: Unmes después del tratamiento con L-Leucina
Hb2: Alos tres meses del trataniento con L-Leucina
Hb3: A los cinco meses del tratamiento conL-Leucina
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Figura 5. Comparacion en paralelo de la evolucion de la hemoglobina caso por caso
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s Diferencias eADA Oy eADA 3
30
251
20
157
10 !
eADA 0
eADA al inicio de la
terapia con L-Leucina
o

P=0,043

efADA 3
eADA al finalizar la terapia
con L-Leucina (5 meses)

Gréfico 4. Diagrama de cajas que compara la enzima Adenosin-D-Aminasa al inicio de la terapia con respecto al

final del tratamiento con L-Leucina.

Diferencias EPO 0y EPO 3

1

P=0,043

4{ EPO 0 %

EPO al inicio de la
terapia con L-Leucina
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EFO 3
EPO al finalizar la terapia
con L-Leucina (5 meses)
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T I |
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Gréfico 5. Diagrama de cajas que compara la EPO al inicio de la terapia con respecto al final del tratamiento con

L-Leucina.
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6.4.2 Recuento reticulocitario

Valor medido N Media Mediana Desviacion Intervalo de
total tipica confianza (95%)

Reticulocitos totales tiempo 0 (10°/ulL) 7 55,24 54,64 25,11 22,95-95,08

Reticulocitos totales tiempo 3 (10°/ulL) 6 41,56 47,52 14,64 20,37-59,33

Porcentaje reticulocitos totales tiempo O 7 1,75 1,71 0,79 0,527-2,90
(%)

Porcentaje reticulocitos totales tiempo 3 6 1,66 1,81 0,76 0,557-2,65
(%)

Fraccion reticulocitos inmaduros tiempo 0 7 0,38 0,41 0,12 0,267-0,556

Fraccidn reticulocitos inmaduros tiempo 3 6 0,31 0,32 0,08 0,186-0,417

Tabla 4. Medidas descriptivas del recuento reticulocitario de la muest

Diferencias fraccidn reticulocitos inmaduros 0 y reticulocitos inmaduros 3

| | [

Fraccion reticulocitos inmaduros 0 al principio de la terapia

P=0,249

Fraccion reticulocitos inmaduros 3 al finalizar la terapia

Diferencias contaje reticulocitario total 0 y contaje reticulocitario total 3
P=0,753

-

Contaje reticulocitario total 0, al inicio
de la terapia

_ |7

_I Contaje reticulocitario total 3, al
finalizar la terapia

20 40 60 a0
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Gréfico 6. Caja de frecuencias que
compara la fraccién de reticulocitos
inmaduros al principio y al final de
la terapia con L-Leucina

Gréfico 7. Caja de frecuencias
que compara el contaje
reticulocitario total al principio
y al final de la terapia con L-
Leucina
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Diferencias porcentaje reticulocitos totales 0 y porcentaje reticulocitos ~ Gréafico 8. Caja de frecuencias que

totales 3

3,01

FP=0,753

compara el porcentaje de
reticulocitos totales al principio y al

final de la terapia con L-Leucina

2,59

1,0
Porcentaje reticulocitos totales —‘—

0, al inicio de la terapia Porcentaje reticulocitos totales
0,59 3, al finalizar la terapia

6.4.3 Metabolismo del hierro

Intervalo de

confianza (95%)

Valor medido N Media Mediana Desviacion tipica
total
Hierro tiempo O (ug/dL) 7 132,85 121,00 50,44
Hierro tiempo 3 (ug/dL) 6 120,16 120,50 23,52
Ferritina tiempo O (ng/dL) 7 237,35 185,60 176,44
Ferritina tiempo 3 (ng/dL) 6 183,51 191,00 86,40
Transferrina tiempo O 7 216,21 209,60 20,56
(mg(dL)
Transferrina tiempo 3 6 242,36 236,50 27,86
(mg(dL)
IST tiempo 0 (%) 7 43,28 42,19 16,66
IST tiempo 3 (%) 6 34,88 34,49 8,28

Tabla 5. Medidas descriptivas del metabolismo del hierro de la muestra.
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6.5 Descriptivo aminoacidograma

Paciente  Aminodcidos Valor Valores Aminodcido Valor final
alterados alterado  Normalidad  alterado al final (nmol/mL)
tras I mes  (nmol/mL)  (nmol/mL) de la terapia

con L-
Leucina
1 No se disponen de datos
Asparragina 129,20 20-125 96,42
Arginina 25,45 40-130 63,73
Resto valores en rango de normalidad
3 Taurina 19,25 20-80 22,16
Metionina 7,83 10-40 26,73
Isoleucina 18,60 35-90 Isoleucina 11,22
Histidina 45,54 50-100 Histidina 47,93
55-150 Leucina 202,05
Resto valores en rango de normalidad
4 Alanina 362,75 125-350 327,47
Ornitina 106,46 30-100 67,91
10-50 Ac.Glutamico 7,53
Resto valores en rango de normalidad
5 Ornitina 114,74 40-100 Ornitina 136,03
20-125 Asparragina 135,92
150-400 Alanina 436,28
80-250 Valina 334,94
30-100 Isoleucina 100,01
25-75 Tirosina 83,90
50-200 Leucina 208,14
Resto valores en rango de normalidad
6
7 No se han encontrado
alteraciones 65-250 Treonina 258,37
20-125 Asparragina 133,85
150-400 Alanina 424,62

Tabla 6. Descriptivo aminoacidograma
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6.6 Descriptivo calidad de vida
Paciente Morisky-  Morisky- Karnofsky Karnofsky Intensidad Intensidad EEAG EEAG

Green . Green  Pre-test’® post-test  Fatiga Fatiga  pre-test®  post-test
Adhernecia  post-test Bulbenay Bulbenay
pre-test Cols pre- Cols post-
test® test
1 No datos
2 Si Si 100 100 63(Max) 59 99-81 90-81
3 No datos
4 Media Media 90 90 56 90-81 90-81
5 Si Si 80 52 80-71
6 No datos
7 Si Si 70 80 46 44 70-61 70-61

Tabla 7. Descriptivo cuestionario de evaluacién calidad de vida y adherencia al tratamiento.

6.7 Descriptivos criterios de remision en la muestra

Remision
Paciente Si PARCIAL NO
1 No es evaluable. Caso perdido
2 PARCIAL
3 NO
4 NO
5 NO
6 NO
7 PARCIAL

Tabla 8. Criterios de remision
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7. Discusion.

7.1 Limitaciones del estudio:

Este estudio se ha encontrado con una serie de limitaciones: La principal limitacion del
estudio se refiere a la muestra estudiada, debido a ser una enfermedad muy rara, con una tasa de
incidencia de 5-10 casos por millon al afio.

La segunda limitacion principal ha sido el tiempo determinado para el estudio de la
evolucion de los pacientes, debido al tiempo acotado de cinco meses de observacion, en
comparacion con el estudio de referencia cuyo tiempo idoneo para obtener remision fue de nueve
meses. '

Finalmente, la principal limitacién que nos hemos encontrado ha sido la heterogeneidad de la
muestra, debido a que cada paciente presenta una mutacion distinta, que como se describird mas
adelante, determina la agresividad de la enfermedad, recibe ademés un tratamiento distinto, y
diferentes coadyuvantes en su tratamiento, como EPO, o transfusiones. Nos encontramos ademas
con la variabilidad de la edad en la muestra y las enfermedades concomitantes de cada sujeto de la
misma. Ademas, nos encontramos con la pérdida de un paciente (1) debido a la falta de datos
evaluables.

Una ultima limitacién en el estudio se basa en no ser un ensayo clinico controlado con
placebo en el cual se pueda ver un real cambio con respecto al grupo control en el uso de L-

Leucina, que impide obtener conclusiones solidas respecto al uso de L-Leucina.

7.2 Discusion del estudio
7.2.1 Generales

- La media de la edad de la muestra se encuentra en 21 afios, estando los valores limite entre
4 afios y 40 afios, con una desviacion tipica del 18,083, mostrandonos la disparidad de las edades de
los sujetos.

- No se han encontrado en ningun paciente alteraciones en la bioguimica sanguinea,
controlando la funcidn hepaética, renal, proteinica y metabolismo.

- Las necesidades transfusionales no han presentado variaciones.

- En el aminoacidograma, observamos variaciones, las cuales no han sido analizadas
estadisticamente ni interpretadas. Las variaciones observadas, son tanto al alza como a la baja del
metabolismo de los llamados aminoacidos esenciales los cuales deben ser captados como parte de
los alimentos, y la carencia de los mismos limita el desarrollo del organismo. Las variaciones

encontradas en el total de la muestra, debido a que impredeciblemente cada sujeto ha presentado
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distintas variaciones, han sido en los aminoacidos Valina, Isoleucina, Tirosina, Ornitina,
Asparragina, Alanina, Histidina, Treonina, y finalmente, Leucina , el cual era la razon principal de
determinacion del aminoacidograma para la monitorizacion de la toma de este aminoécido por via

exogena. También se ha observado la variacién en un paciente del &cido glutamico.

Llama la atencidn que los dos pacientes, 3 y 5, que mas sintomatologia presentan junto con unas
alteraciones genéticas mas relevantes y una peor respuesta al uso de L-Leucina, sean los mismos

que tienen un aminoacidograma mas alterado, tanto pre-terapia, como sobre todo post-terapia.

-La calidad de vida, segun los distintos test de evaluacion de calidad de vida obtenidos, no se

han observado cambios.

7.2.2 Metabolismo del hierro

- Con respecto al metabolismo del hierro, nos encontramos ante una elevacion del hierro en
todos los pacientes excepto en dos, en los cuales hay una ligera disminucion de las cifras de hierro ,
6y7.

La ferritina presenta una tendencia al alza en los mismos pacientes en los que se producia
una elevacion del hierro, excepto en 6 y 7, en las cuales, al igual que antes, las cifras de ferritina
disminuyen.

Hemos observado ligeras variaciones en las cifras de transferrina de todos los pacientes,
algunas al alza como el caso de 2 y 7 , otras a la baja, como 4, sin embargo, son variaciones
minimas consideradas dentro de la fisiologia normal. Nos encontramos en el resto de pacientes
variaciones mas relevantes en las cifras de transferrina, como 3 al alza, 5 al alzay 6 al alza.

Finalmente, nos encontramos con unas cifras del indice de saturacion de transferrina estables,
vistas en 4, una elevacion significativa en una paciente, la cual no habia modificado las cifras de
transferrina circulante de forma significativa, aunque si de hierro y ferritina, es el caso de 2, que
practicamente dobla la saturacion de la transferrina. El resto de pacientes, 3,5, disminuyen sus cifras
del indice de saturacién de transferrina, estos tan sélo en un 10%, pero 6 y 7, en las que su cifra de
indice de saturacion de transferrina se reduce practicamente en un 30%, encontrandose en este
momento en rangos de normalidad.

No podemos esclarecer el porqué de los cambios en el metabolismo del hierro, y
contrariamente a lo esperado y constatado por el estudio de referencia®®, podriamos pensaren que la
L-Leucina facilitaria una liberacion del hierro el cual habria sido secuestrado, provocando asi

mismo una elevacion en su transportador.
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7.2.3 Contaje reticulocitario
La tendencia del contaje de reticulocitos totales y la fraccion de reticulocitos inmaduros es a
la baja, pero el porcentaje de reticulocitos totales es al alza. Estos datos podrian suponer un avance

en la maduracion reticulocitaria.

7.2.4 Hematimetria, EPO, eADAy genética en relacion a cada paciente

- En nuestra serie de casos no hemos observado un incremento en las cifras de hemoglobina a
lo largo del tratamiento con L Leucina, a pesar de que si hemos encontrado una tendencia, en donde
dos sujetos disminuian sus cifras de hemoglobina al cabo de tres meses de terapia con L-Leucina,
mientras que los otros cuatro, conseguian mantenerse en las cifras de hemoglobina que presentaban
antes e incluso elevandolas ligeramente. Sin embargo, estas cifras no se deberian analizar
aisladamente debido a, como se ha comentado antes, cada paciente presenta una mutacion distinta,
la cual, descrita en el apartado de descriptivo de genética, podria condicionar un proceso mas o
menos agresivo del cuadro, por lo que analizamos a cada paciente y mutacion en particular con su

respectiva evolucién en las cifras de hemoglobina.

El primer paciente , 3, que mas significativamente ha disminuido sus cifras de hemoglobina y
ademas ha requerido de soporte transfusional, es el Unico paciente que muestra la mutacion en el
RPL5, la Unica descrita que podria simular un sindrome de Teacher-Collins?, el cual ademas
presenta una anomalia congénita cardiaca (CIV y arco aortico derecho con arteria subclavia
aberrante), el mismo paciente que debutd con un cuadro grave de anemia de lactante, siempre con
cifras de hemoglobina muy disminuidas en torno a 6 g/dl y que ha presentado durante toda la
evolucion una clinica mas agresiva. Ademas, se afiade a este proceso la coexistencia durante el
tratamiento de proceso infeccioso, requiriendo visita a urgencias, revision por parte de hematologia
y transfusion de 1CH. Este paciente presenta en el exén 6 del gen RPL5, la cual supone la aparicién
de un coddn de terminacion, que hace que esta proteina posea 229 aminoacidos frente a los 297 de
la proteina normal. Esta deleccion no habia sido descrita previamente en el cuadro de ABD, pero en
este paciente en concreto, supone ademas el cuadro mas agresivo que el resto de los sujetos de la
muestra, teniendo en todo momento presente la edad del paciente (4 afios) y la frecuencia con la que
este paciente enferma, probablemente debido a las caracteristicas propias de los infantes.

El segundo paciente a tratar, corresponde a 5, en el cual se ha observado una discreta

disminucion en sus cifras de hemoglobina, sin condicionar esto un cambio del régimen terapéutico
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habitual. Este paciente, curiosamente, presenta una variante missense del exén 5 del gen RPS19, , la
cual supone el cambio del codon 124 del gen RPS19, el cual codifica para el aminoacido Treonina,
por un codon de Isoleucina, el cual no habia sido descrito previamente asociado a la ABD. Cabe
destacar ademas, que este paciente tenia un hermano gemelo, que presentaba también ABD, el cual,
debido a la terapia corticoidea, se encontraba en estado de inmunosupresion y fallecié por una
neumonia fangica rapidamente progresiva (sin especificar). Sin embargo, a pesar de ser uno de los
dos pacientes que ha disminuido sus cifras levemente durante el tratamiento con L-Leucina, sus

cifras se encuentran dentro de un rango de anemia aceptable.

La tercera paciente a tratar corresponde a 2, la cual se ha mantenido estable en sus cifras de
hemoglobina durante el tratamiento con L-Leucina, tampoco ha requerido modificaciones en el
tratamiento corticoideo de base. La paciente presenta una mutacion en el exén 3 del gen RPS19 la
cual provoca un cambio de lectura a partir del codon 47 y provoca la inmediata aparicién de un
codon de terminacion que hace que la proteina posea 50 aminoécidos frente a los 145 de la proteina

normal. Esta mutacion tampoco habia sido descrita previamente.

El resto de los pacientes, en especial 7 y 4 , mantienen sus cifras habituales de hemoglobina e
incluso presentan una ligera tendencia al alza, estas dos pacientes, presentan una mutacién en el
exon 4 del gen RPS19 , la cual supone un cambio en la pauta de lectura del codén 84 provocando
un desplazamiento del codon de terminacion, haciendo una proteina mas larga de lo habitual de 151
aminoacidos frente a los 145 de la normal, variando ademas la composicion aminoacidica de los

altimos residuos.

Finalmente, la Gltima paciente evaluable, 6 , ha mantenido cifras estables, de hemoglobina en
los tres ultimos tiempos, aunque si ha demostrado un cambio sustancial con respecto a la
hemoglobina en tiempo cero, sin embargo este cambio no puede ser atribuido al uso del tratamiento,
debido a la escasez de valores de la paciente y la estabilizacion en las cifras de hemoglobina
posterior. La paciente presenta una mutacion en el intron 3 del gen RPS19, presentando el cambio
nucleotidico que afecta al sitio regulador de la trasduccion del intrén 3, teniendo como
consecuencia un splicing aberrante en el mMRNA de la proteina codificada por el gen RPS19, que

provocaria que la proteina no fuera funcional.

Curiosamente, con respecto a la evolucidn observada en las hemoglobinas teniendo en cuenta

la mutacion presentada por el paciente, es puntualizable como los pacientes que peor han




evolucionado durante la terapia y mas dificilmente se hace su control anémico, son aquellos que
presentan un stop en la codificacion de la proteina, o un cambio aminoacidico; mientras que
aquellos donde solo se afecta la trasduccion de la proteina o se crea una mas grande que la normal,

la enfermedad no es tan agresiva.

Sin embargo, a pesar de no cumplir criterios de remision establecidos inicialmente por
Pospisilova et al®® en el caso indice, hay que tener en cuenta como en su estudio, a los tres meses
del tratamiento la hemoglobina de la paciente sujeto disminuyd con respecto a la inicial, para
finalmente incrementarse significativamente a los seis y nueve meses de tratamiento. Esto nos
proporcionaria la necesidad de continuar el tiempo del tratamiento hasta un tiempo de nueve meses
donde se alcanzase la significacion estadistica. Ademas cabe destacar el punto clave de la fisiologia
de un hematie, en el cual su vida media es de 120 dias, y podria no haber dado tiempo a crear
hematies nuevos debido al estimulo que podria estar realizando la L-Leucina sobre la médula 6sea

hematopoyética.

En contraste, si que nos encontramos con una remision parcial de dos pacientes (7 y 2), como
observaremos después, debido a que, a pesar de mantener unas cifras de hemoglobina estables con
respecto a las previas, o ligeramente con tendencia al alza, si presentan un incremento mayor al 1%

en la férmula reticulocitaria.

En el volumen corpuscular medio (VCM) no se han observado diferencias, en tres pacientes
se eleva (2,3,5) curiosamente los que presentan peores mutaciones y en otros tres disminuye muy

levemente (4,6,7), sin embargo, no se consideran cambios significativos.

En cuanto al objetivo de disminucion del porcentaje de hemoglobina fetal (HbF),en el
volumen de la muestra no se han encontrado diferencias, en dos pacientes se mantienen en las
mismas cifras (2,4), en otros dos se eleva ligeramente (3,5) curiosamente, ademas, coincidiendo en
que siguen siendo los que presentan peores mutaciones y clinica mas agresiva, y finalmente en los

altimos dos disminuye minimamente (7,6).

Con respecto a los niveles de eritropoyetina, cuya su disminucion, acompaiiada de la
elevacién de la hemoglobina, seria un criterio de remision en nuestros pacientes, se produce de
forma estadisticamente significativa, con una p<0,05, una tendencia al alza de todos los pacientes.

Hemos observado que el aumento de EPO coincide con un incremento de reticulocitos y de la
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maduracion reticulocitaria sugiriendo de esta manera una progresion latente de la eritropoyesis
aunque aun no llegue a alcanzar una maduracion completa con presencia de un incremento
significativo eritrocitos y por tanto de hemoglobina. Estos datos no pueden ser comparados con el
estudio original ya que en el mismo so6lo presentaron los niveles de EPO al principio y al final de la

terapia, nueve meses mas tarde.

Se ha observado una tendencia a la disminucion de los niveles de eADA contrastados al
inicio del tratamiento y al finalizar el mismo. Esta disminucion es significativamente estadistica
encontrandonos con una p<0,05. A pesar de no saber a qué nivel interfiere la enzima ADA en esta
enfermedad, creemos que estd intimamente ligada y relacionada con la elevacion de la EPO, e
incremento del porcentaje reticulocitario, sugiriendo como antes hemos comentado, una progresion

latente de la eritropoyesis.
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8. Conclusiones.

8.1La introduccion de L-leucina en nuestros pacientes con ABD no ha mostrado
diferencias en el incremento de los niveles de Hemoglobina, ni disminucion del
VVCM ni del porcentaje de Hb F.

8.2En determinados pacientes (7 y 2), L-leucina, si que ha generado una respuesta
parcial, con incremento en el porcentaje de reticulocitos mayor al 1%, y en ocasiones

concomitante al incremento de las cifras de hemoglobina.

8.3 La introduccidn de L-leucina en nuestros pacientes con ABD ha mostrado diferencias
en el incremento de los niveles de eritropoyetina sérica. Este incremento coincide
con un incremento del porcentaje reticulocitario y de la disminucién de los

reticulocitos inmaduros.
8.4 La terapia con L-leucina produce una disminucién de los niveles de eADA desde el
inicio del tratamiento hasta el periodo inicial de evaluacion (5 meses) que se muestra

en estrecha relacion con el aumento de los niveles séricos de Eritropoyetina.

8.5 La toma de L-leucina no ha generado intolerancias ni efectos adversos.
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10. Anexo |

Estimado paciente:

Usted estd completando su tratamiento habitual con un suplemento alimenticio, con el fin de
evaluar su satisfaccion con el nuevo suplemento pautado en su tratamiento, la adherencia al mismo y
su sensacion de bienestar con respecto al mismo, le pedimos cumplimente el siguiente cuestionario.

Los datos en él recogidos son confidenciales, sujetos a secreto profesional y derecho a la
intimidad del paciente.

La finalidad de la recogida de estos datos engloba la respuesta clinica, en forma de calidad de
vida subjetiva y conformidad, a la nueva pauta de tratamiento, y el interés cientifico de respuesta al
tratamiento, en forma de recogida de datos, los cuales seran extrapolados sin identificacion asociada
(de forma an6nima, codificada con un nimero)

Esta misma encuesta sera respondida nuevamente por usted una Unica vez mas (dos veces en
total) tras tres meses de toma del suplemento para poder evaluar posibles cambios percibidos de
manera subjetiva, sin que ello suponga nuevas visitas ni mas desplazamientos de los necesarios para
el seguimiento analitico-clinico de su patologia, ya estipulados.

Con su autorizacion usted comprende el objeto del cuestionario y autoriza a la recogida de

los datos con fines cientificos y adaptados al seguimiento de su tratamiento.

Firma del investigador Firma del paciente
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CUESTIONARIO MORISKY-GREEN: L- LEUCINA SUPLEMENTO ALIMENTARIO

¢Se olvida alguna vez de tomar el medicamento? SI NO

¢ Toma la medicacion a la hora indicada? Sl NO

Cuando se encuentra bien, ¢Deja alguna vez de tomar la SI NO
medicacion?

Si alguna vez se siente mal, ¢ Deja de tomar la medicacion? SI NO
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Tabla 9. Cuestionario Morisky-Green?’

Estado de Actividad de Karnofsky
Normal; sin quejas; sin evidencias de enfermedad.

Capaz de realizar las actividades normales; signos o sintomas sin importancia de la
enfermedad.

Actividad normal con esfuerzo; algunos signos o sintomas de la enfermedad.

Se cuida de si mismo, incapaz de realizar actividades normales o de realizar un
trabajo activo.

Necesita asistencia ocasional, pero es capaz de cuidarse de la mayoria de
necesidades personales.

Necesita asistencia considerable y cuidado medico frecuente.

Incapacitado gravemente; hospitalizacion indicada ;aunque la muerte no sea
inminente .

Incapacitado gravemente; hospitalizacion necesaria; necesita tratamiento de soporte
activo.

Muy enfermo; hospitalizacion necesaria; necesita tratamiento de soporte activo .

Moribundo, proceso mortal progresando rapidamente.
Tabla 10. Cuestionario actividad Karnofsky 2

Mi motivacion se reduce cuando estoy fatigado 1-2-3-4-5-6-7
El ejercicio me produce fatiga 1-2-3-4-5-6-7
Me fatigo facilmente 1-2-3-4-5-6-7
La fatiga interfiere en mi funcionamiento fisico 1-2-3-4-5-6-7
La fatiga me produce con frecuencia problemas 1-2-3-4-5-6-7
La fatiga me impide hacer ejercicio fisico continuado 1-2-3-4-5-6-7
La fatiga interfiere en el desempefio de algunas obligaciones y 1-2-3-4-5-6-7
responsabilidades
La fatigas es uno de mis sintomas que mas me incapacitan 1-2-3-4-5-6-7
La fatiga interfiere en mi trabajo, familia o vida social 1-2-3-4-5-6-7

Tabla 11. Fatiga de Bulbena y Cols %
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ESCALA DE EVALUACION DE LA ACTIVIDAD GLOBAL (EEAG)*

Actividad satisfactoria en una amplia gama de actividades, nunca parece superado/a por
los problemas de la vida, es valorado/a por los demas a causa de sus abundantes cualidades
positivas. Sin sintomas.

Sintomas ausentes o minimos (por €j., ligera ansiedad antes de un examen), buena
actividad en todas las areas, interesado/a e implicado/a en una amplia gama de actividades,
socialmente eficaz, generalmente satisfecho/a de su vida, sin més preocupaciones o problemas
gue los cotidianos (por €j., una discusién ocasional con miembros de la familia).

Si existen sintomas, son transistorios y constituyen reacciones esperables ante agentes
estresantes psicosociales (por ej., dificultades para concentrarse tras una discusién familiar); solo
existe una ligera alteracién de la actividad social, laboral o escolar (por €j., descenso temporal del
rendimiento escolar).

Algunos sintomas leves (por €j., humor depresivo e insomnio ligero) o alguna dificultad en
la actividad social, laboral o escolar (por €j., hacer novillos ocasionalmente o robar algo en casa),
pero en general funciona bastante bien, tiene algunas relaciones interpersonales significativas.

Sintomas moderados (por €j., afecto aplanado y lenguaje circunstancial, crisis de angustia
ocasionales) o dificultades moderadas en la actividad social, laboral o escolar (por €j., pocos
amigos, conflictos con compafieros de trabajo o escuela).

Sintomas graves (por e€j., ideacion suicida, rituales obsesivos graves, robos en tiendas) o
cualquier alteracion grave de la actividad social, laboral o escolar (por €j., sin amigos, incapaz de
mantenerse en un empleo).

Una alteracién de la verificacién de la realidad o de la comunicacién (por ej., el lenguaje
es a veces ilogico, oscuro o irrelevante) o alteracién importante en varias areas como el trabajo
escolar, las relaciones familiares, el juicio, el pensamiento o el estado de animo (por ej., un
hombre depresivo evita a sus amigos, abandona la familia y es incapaz de trabajar; un nifio
golpea frecuentemente a nifios mas pequefios, es desafiante en casa y deja de acudir a la
escuela).

La conducta esta considerablemente influida por ideas delirantes o alucinaciones o existe
una alteracién grave de la comunicacion o el juicio (por €j., a veces es incoherente, actia de
manera claramente inapropiada, preocupacion suicida) o incapacidad para funcionar en casi todas
las areas (por €j., permanece en la cama todo el dia; sin trabajo, vivienda o amigos).

Algun peligro de causar lesiones a otros 0 a si mismo (por e€j., intentos de suicidio sin una
expectativa manifiesta de muerte; frecuentemente violento; excitacién maniaca) u ocasionalmente
deja de mantener la higiene personal minima (por ej., con manchas de excrementos) o alteracion
importante de la comunicacion (por €j., muy incoherente o mudo).

Peligro persistente de lesionar gravemente a otros o a si mismo (por ej., violencia
recurrente) o incapacidad persistente para mantener la higiene personal minima o acto suicida
grave con expectativa manifiesta de muerte.

Informacién inadecuada

Tabla 12. Escala evaluacion actividad global 3
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