UNIVERSITAT os
BARCELONA

Evaluacion Cuantitativa Clinica y Radiolégica
en Pacientes PMM2-CDG a través de una
Red Nacional de Profesionales

Victor José De Diego Almarza

©0Ce

Aquesta tesi doctoral esta subjecta a la llicencia Reconeixement- NoComercial —
Compatrtirlgual 4.0. Espanya de Creative Commons.

Esta tesis doctoral esta sujeta a la licencia _Reconocimiento - NoComercial — Compartirlqual
4.0. Espana de Creative Commons.

This doctoral thesis is licensed under the Creative Commons Attribution-NonCommercial-
ShareAlike 4.0. Spain License.




Y
A )

TESIS DOCTORAL

' Evaluacion Cuantitativa Clinica y Radiolgica en
- Pacientes PMM2-CDG a Través de una Red

~ Nacional de Profesionales

Victor José De Diego Almarza

Directora de tesis:
Dra. Mercedes Serrano Gimarée

Co-directora de tesis:
Dra. Belén Pérez Duenas

111
Universidad de Barcelona, 2020 (||l =

UNIVERSITATo:
B

ARCELONA






Departamento de Cirugia y Especialidades Médico-Quirlrgicas

Programa de Medicina e Investigacion Traslacional, 2014-2020

EVALUACION CUANTITATIVA CLINICA Y RADIOLOGICA
EN PACIENTES PMM2-CDG A TRAVES DE UNA RED

NACIONAL DE PROFESIONALES

Memoria para optar al titulo de doctor por la Universidad de Barcelona
Presentada por:

Victor José De Diego Almarza

UNIVERSITAToe
i+ BARCELONA

Realizada bajo la direccioén de:

Dra. Mercedes Serrano Gimaré Dra. Belén Pérez Duefias

Tutor:

Dr. Ricardo Pedro Casaroli Marano






Barcelona, Julio de 2020
Departamento de Cirugia y Especialidades Médico-Quirdrgicas
Facultad de Medicina

Universidad de Barcelona

Trabajo realizado en el Hospital Sant Joan de Déu

Esplugues de Llobregat, Barcelona

El interesado,

Victor José De Diego Almarza

Visto bueno de los directores:

Dra. Mercedes Serrano Gimaré Dra. Belén Pérez Duefias



Agradecimientos

A nuestros pacientes y a sus familias, el motivo de todo.

A la Asociacion Espariola de Sindrome CDG (AESCDG), y al Consorcio Espafiol de
CDG, por hacer posible esta investigacion.

A Mercedes Serrano por sus ideas, paciencia y generosidad infinitas, y a Belén Pérez
Duenfias por la oportunidad de trabajar en este proyecto y por sus animos incansables.

A mis compafieros del Master de Neuropediatria del H. Sant Joan de Déu, por todos
los buenos ratos compartidos, e inolvidables.

A Jaume Campistol, por su impulso para hacernos mejorar a todos.

A Francisco Carratald, por ensefiarme a amar la ciencia y la neuropediatria.

A todos los neuropediatras, por su trabajo diario, dificil en ocasiones, pero tan
gratificante en otras.

A mis padres, por ensefiarme la importancia de la educacién y transmitirme sus
valores.

A Alicia, por su carifio sin limite y su apoyo constante, sin los cuales no lo habria
conseguido.

Esta tesis ha podido realizarse gracias a las ayudas concedidas por la Sociedad
Espafiola de Neuropediatria (Beca SENEP 2014), por el Instituto de Salud Carlos |l
(Subvenciones para Proyectos de Investigacién en Salud, 2013-2016, Expediente
P1114/00021), y el Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona, a través del cual dispuse
de un contrato de investigacion entre junio de 2014 y mayo de 2015. La colaboracion de
los grupos de investigacion CEDEM-UAM (Madrid) e IBC-HC (Barcelona) ha sido
igualmente esencial para su desarrollo.



Evaluacion Clinica y Radiolégica PMM2-CDG indice

INDICE

ABREVIATURAS . . . ¢ttt ettt et ettt et et ettt ettt et et ettt e et et e et 5

RESUMEN . . . et 9
INTRODUCCION. ...ttt ettt e e e e e e 11
1. Importancia de la glicosilacion en los procesos bioldgicos celulares.........ccccveuienennn 12

1.1 Definicién de glicosilacién y perspectiva histérica
1.2 Tipos de glucoconjugados

1.3 Biologia celular de la glicosilacion

1.4 Funciones biolégicas de los glucoconjugados
1.5 Trastornos de la glicosilacién

2. Trastornos congénitos de la glicoSilacion.......c.ocviiiiiiiiiic i e e 23
3. Lesion cerebelosa en el cerebro en desarrollo...........ccooiiiiiiiiiiiiiiic s 31

3.1 Anatomia, funcion y disfuncién del cerebelo
3.2 Ataxia de inicio precoz

4. Escalas para la valoracion de la ataxia cerebelosa en nifos...........c.cccoviiiiiiiiinnanns 37
5. Métodos neurorradioldgicos para la estimacion de las dimensiones del cerebelo...... 41

5.1 Métodos bidimensionales (2-D)
5.2 Volumetria cerebelosa

6. Déficit de fosfomanomutasa (PMM2-CDG)...uuuururuiurererrrrrrerarensssssssasaseeeens 47

6.1 Introduccién

6.2 Espectro clinico

6.3 Hallazgos radiolégicos
6.4 Diagnéstico

6.5 Tratamiento

JUSTIFICACION DE LA UNIDAD TEMATICA E HIPOTESIS.....ooiieieeieeieieeee 61
1. Justificacion de la unidad tEMALICA. .vevreeiiiirrarii v e s v eae s e ran s s s saeneans 62
P22 1 o o == =P 63
OBUET IV O S ..o 65
1. Objetivo PriNCIPal.....ccciiii i r s s e e rana 66
WA O 1 o 1= AV e T3 2 4 Lo =1 i o -3 PPN 66



Evaluacion Clinica y Radiolégica PMM2-CDG indice

PACIENTES, MATERIAL Y METODOS.......ouviiiii e 69
R = = o o R 70
2. Sujetos de estudio..........ouiiiiiiiii i 70
Pacientes
Controles
3. Evaluaciones y variables.........cccoiiiiiiiiiiiiin 72

Variables clinicas

Estudios neurorradiol6gicos

Estudios bioquimicos en sangre

Estudios genéticos y funcionales

Protocolos, material docente para familias, y cuestionarios para médicos y pacientes

Analisis estadistico

X o =Y e o -3 =Y Ao X PP 78
RESULT AD O S . .. e e, 79
1. Caracteristicas de la poblacién espafiola con PMM2-CDG. Fenotipado clinico y

(V=10 o] o Yo TToTo o Lo o] =TT 1= o o OO 80
2. Publicaciones ClentifiCaS . uuuiiiiiiiieiiiir e r s e s s s r s s s s e nannarnnas 85

2.1 Aplicacién de la escala ICARS para la valoracién de la ataxia cerebelosa en pacientes
con PMM2-CDG, y su correlaciéon con los estudios de neurocimagen y las pruebas
cognitivas.

2.2 Evolucion neurorradioldgica de la atrofia cerebelosa en la PMM2-CDG cuantificada
mediante medidas bidimensionales (MVRD) y volumetria.

2.3 Evolucioén del sindrome cerebeloso en nifios con PMM2-CDG.
3. Protocolos de aCtUacCion.........cciiiiiiiiiiiii i i i ris i s rssaa s s sn s san s s nsannnrannnneas 111

3.1 Protocolo diagnostico en los defectos congénitos de la glicosilacion.

3.2 Manejo de los trastornos de la coagulacion en pacientes con PMM2-CDG.

4. Consolidacion de un grupo de trabajo multicéntrico en CDG de ambito nacional, el
(@0 aET o] god o T =] o =T To ]I =T o 1N O 5 L RN 121

5. Participacidén en lared de investigacién europea en trastornos congénitos de la
glicosilacion, “EUFrO-CD G .....ciciiiiiiiireaeaeararasa s reaea e s s s s rna e s n s sasasasnsnsrnnnnnns 123

6. Creacion de contenidos y soporte on-line en CDG para familias y profesionales

SaANItarios: “RareCOMMONS ... . ittt it i rers e rnraa st raseansaasransansansranrnnen 124

7. COMUNICACIONES A CONQGIES0S aturururuernrararransnsararssasansnsasasssansnsnsarsssssnsarsssnsnsnrasnnns 132



Evaluacion Clinica y Radiolégica PMM2-CDG indice

DISCUSION. .ot 133
CONCLUSIONES . ..ot 155
BIBLIOGRAF A ..o 157



Evaluacion Clinica y Radiolégica PMM2-CDG Abreviaturas




Evaluacion Clinica y Radiolégica PMM2-CDG

ABREVIATURAS

2-D

Aa

AC
ACVs
AESCDG
APOC3
BARS
CAM
CD
CDDG
CDG
CEDEM
CGH-Array
DNA
Dol-P
ECM
EOA
EtNP
FA
FARS
FSH
GAG
GalNAc
GBPs

GDNFR-a

GDP
GIcNAc
GPI

Dos dimensiones

Aminoéacido

Atrofia cerebelosa

Accidentes cerebrovasculares

Asociacién espafiola en Sindrome CDG
Apolipoproteina C3

Escala breve para la medicion de la ataxia
Molécula de adhesion celular

Cluster de diferenciacion

Trastorno congénito de la deglicosilacion
Trastorno congénito de la glicosilacion
Centro de Diagnéstico de Enfermedades Moleculares
Matriz de hibridacién genémica comparativa
Acido desoxirribonucleico

Dolicol-fosfato

Enfermedad congénita del metabolismo
Ataxia de inicio precoz

Etanolamina fosfato

Fosfatasa alcalina

Escala parala medicién de la Ataxia de Friedrich
Hormona foliculoestimulante
Glucosaminoglucano
N-Acetilgalactosamina

Proteinas de unién de glucanos

Subunidad o del receptor del factor neutrofilico derivado de

células gliales
Guanosin difosfato
N-Acetilglucosamina

Glicofosfatidilinositol

Abreviaturas



Evaluacion Clinica y Radiolégica PMM2-CDG Abreviaturas

GPI-APs
hCG
HPLC
HSJDBCN
ICARS

IEF

¢

IGFBP

IGFR-1
IQ

LDL

LH
MICARS

MVRD

N

NCAM

NGS
NPCRS

OH

PC

PEATC
PMM
PMM2-CDG

PSGL-1
QTOF-MS

RE
RMN
RNA
RNAmM

Proteinas ancladas a glicofosfatidilinositol
Gonadotropina coriénica humana

Cromatografia liquida de alta resolucion

Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona

Escala internacional cooperativa de medicion de la ataxia
Isoelectroenfoque

Inmunoglobulina

Proteina transportadora del factor de crecimiento insulinico
1

Receptor del factor de crecimiento insulinico 1
Cociente intelectual

Lipoproteina de baja densidad

Hormona luteinizante

Escala internacional cooperativa de medicidn de la ataxia
modificada

Diametro relativo medio-sagital del vermis

Nitrogeno

Molécula de adhesidn celular neuronal

Secuenciacién genética de nueva generacién

Escala pediéatrica de valoracién de los CDG de Nijmegen
Hidroxilo

Perimetro craneal

Potenciales evocados auditivos del tronco cerebral
Fosfomanomutasa

Trastorno congénito de la glicosilaciéon por déficit de
fosfomanomutasa 2

Ligando 1 de la glucoproteina P-selectina

Espectrometria de masas de tiempo de vuelo con
cuadrupolo

Reticulo endoplasmatico
Resonancia magnética nuclear
Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero



Evaluacion Clinica y Radiolégica PMM2-CDG Abreviaturas

SARA
SCA
SNC
TAG
TBG

Tf

TSH
UDP-Gal
VEGFR2
WES
WGS

Escala paralavaloracion y medicién de la ataxia

Ataxia espinocerebelosa

Sistema nervioso central

Glicoproteina axonal transitoria

Globulina transporatadora de tiroxina

Transferrina

Hormona estimulante del tiroides

Uridina difosfato galactosa

Receptor del factor de crecimiento endotelial vascular 2
Secuenciacién del exoma completo

Secuenciacion del genoma completo

Se han incluido las abreviaturas presentes tanto en el texto, como en las tablas y

figuras.



Evaluacion Clinica y Radiolégica PMM2-CDG Resumen




Evaluacion Clinica y Radiolégica PMM2-CDG Resumen

RESUMEN

La PMM2-CDG es una enfermedad genética minoritaria debida a mutaciones el gen
PMM2. Este gen codifica la enzima fosfomanomutasa (PMM), que juega un papel
fundamental en los primeros pasos de la N-glicosilacion de proteinas a nivel del reticulo
endoplasmético celular. Por este motivo, los pacientes con PMM2-CDG muestran
alteraciones en numerosas glucoproteinas (desde hormonas hasta factores de la
coagulacién, pasando por inmunoglobulinas o factores de crecimiento), y manifiestan

una disfuncién multisistémica con afectacion preferente del cerebelo.

Esta lesion multisistémica tiene un mayor impacto durante los primeros meses de vida,
mientras que mas adelante son fundamentalmente el sindrome cerebeloso y los
sintomas neuroldgicos los que determinan el prondéstico y el grado de discapacidad de

los afectados.

A pesar de que existen mas de 900 casos en el mundo con diagndstico genético o
enzimatico confirmado, varios factores limitan los avances en el conocimiento de esta
entidad. Por un lado, poco se sabe sobre su historia natural, especialmente sobre la
evolucién de la ataxia y de la atrofia cerebelosa. Esto supone un importante obstaculo
para valorar la eficacia de futuros tratamientos, algunos de los cuales se encuentran ya
en fase experimental. Por otro lado, con frecuencia existe una ausencia de estructuras
nacionales de investigacion en red en trastornos congénitos de la glicosilaciéon, de
herramientas basadas en internet que faciliten dichos estudios, o de protocolos para el

manejo clinico de los enfermos en su dia a dia.

En este trabajo, se validaron métodos cuantitativos para la evaluacién clinica (escala
ICARS) y neurorradiolégica (MVRD y volumetria) del sindrome cerebeloso. Estos
métodos se emplearon mas adelante para medir la evolucién de la ataxia y de la atrofia
cerebelosa en una cohorte de pacientes con la enfermedad. Adicionalmente, se recogio
informacion detallada sobre su sintomatologia general y neuroldgica (desarrollo

psicomotor, capacidad intelectual, patron de ataxia, epilepsia, neuropatia, etc.).

Los resultados mostraron que tanto la escala ICARS como el MVRD son métodos fiables
en los pacientes con PMM2-CDG, para valorar la ataxia y la atrofia cerebelosa,
respectivamente. En cuanto a su historia natural, se apreci6 un empeoramiento

progresivo de la atrofia, mds marcado en nifios menores de 10 afios de edad. Por el
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contrario, el sindrome cerebeloso medido con la escala ICARS, mejor6 una media de
2,64 puntos por afio, indicando una evolucion clinica favorable a pesar de la progresion
de la atrofia.

A diferencia de lo cominmente aceptado, algunos pacientes debutaron Gnicamente con
sintomatologia digestiva y, por primera vez en esta entidad, se describié un paciente
adulto con episodios stroke-like. También por vez primera, se estudié el patron de
desarrollo psicomotor de los nifios con PMM2-CDG, los cuales mostraron una
afectacién, de mayor a menor, en las areas motora gruesa, motora fina y lenguaje
expresivo, con esferas social y lenguaje comprensivo preservadas. Las mutaciones
p.E93A, p.C241S, p.R162W y p.L32R se relacionaron con un fenotipo leve, mientras las
mutaciones p.P113L, p.E139K, p.V129M y p.T237M, lo hicieron con manifestaciones

mas graves de la enfermedad.

Adicionalmente, se desarrollaron protocolos clinicos, se establecié el Consorcio Espariol
en CDG, y se implement6 una plataforma on-line para la investigacion colaborativa en
red (www.rarecommons.org), con los objetivos de optimizar el manejo, avanzar en el
conocimiento, y mejorar la calidad de vida de los pacientes con trastornos congénitos

de la glicosilacién en nuestro pais.
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1. Importancia de la glicosilacién en los procesos bioldgicos celulares

1.1. Definicion de glicosilacion y perspectiva histérica

La glicobiologia es el estudio de la biosintesis, estructura, biologia y evolucion de los
glucidos (también llamados hidratos de carbono, carbohidratos, sacéridos, glucanos o
azUcares). Los glucidos representan el tipo mas abundante de biomoléculas de nuestro
planeta, existentes en nimero mucho mayor que proteinas, lipidos, acidos nucleicos y
vitaminas. Ademas, su diversidad estructural y funcional no tiene parangéon con la de las
restantes moléculas bioldgicas. Asi, los carbohidratos llevan a cabo multiples funciones,
sirviendo como fuente energética (glucosa, lactosa, glucégeno), como componente
estructural (celulosa, quitina, esqueleto de cadenas de DNA y RNA, acido hialurénico),
y como transmisores de informacién (glucoproteinas de membrana, glucoproteinas

transportadoras, etc.).

Definimos como glicosilacion al proceso metabdlico dependiente de enzimas, donde
los glucidos (en forma de monosacaridos, llamados glucones) se unen mediante un
enlace covalente a una molécula aceptora, que puede ser una proteina o un lipido
(Ilamada aglucén), dando lugar a glicoproteinas o glicolipidos (Ng y Freeze 2018). Estas
moléculas combinadas con una parte glucidica y otra parte de proteina o lipidica, se

denominan glucoconjugados.

La glicosilacion tiene una importancia fundamental en el funcionamiento celular, tisular
y de los organismos complejos (como el ser humano). Constituye el proceso mas
importante y complejo de modificacion de proteinas y lipidos, dandose en todas las
especies (Bertozzi y Rabuka 2009). Se calcula que en ella estan implicados el 1-2% de
los genes humanos (Schachter y Freeze 2009) de forma que alrededor de la mitad de

las proteinas se encuentran glucosiladas (Apweiler et al. 1999).

Durante la mayor parte del siglo XX la glicosilacion fue un proceso en gran medida
desconocido. Hasta la década de 1990, el conocimiento cientifico sobre los hidratos de
carbono estuvo limitado a su funcién energética-nutricional (ej. estudio del metabolismo
de la glucosa, fructosa y galactosa, gluconeogénesis, glucogenolisis) junto con su papel
en algunos roles estructurales (celulosa, quitina, etc.). Incluso durante la revolucién de
la biologia molecular de los afios 70 y 80, los estudios sobre glucidos se mantuvieron
atrasados en comparacion con los del resto de las principales moléculas. Esto se

produjo fundamentalmente por dos motivos: el primero, que su diversidad y complejidad
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inherentes dificultaban mucho su estudio (las glucoproteinas y los glucolipidos pueden
constituir estructuras intrincadas y muy heterogéneas); el segundo, es que no formaban
parte del “dogma central de la biologia molecular”, segun el cual la informacion en las
células se transmite del DNA al RNA y de éste a las proteinas, de una forma
unidireccional y secuencial (siempre de DNA a proteina y siguiendo una determinada
secuencia de nucleétidos o aminoacidos) (Crick 1970). Por estos motivos, de alguna
manera quedaron relegados fuera del foco de interés de la época.

A pesar de las mencionadas dificultades, a partir de los afios 90 y especialmente durante
las primeras dos décadas del siglo XXI, gracias a los avances en quimica de los
carbohidratos, bioquimica, espectrometria de masas, biologia estructural, sistemas
biol6gicos y genética, han mejorado exponencialmente los conocimientos en
glicobiologia (Everest-Dass et al. 2018). Fundamentales para dilucidar algunas de las
funciones de los complejos glucidicos, han sido los estudios sobre las consecuencias
de mutaciones inducidas en modelos animales (Aebi y Hennet 2001, Stanley 2016), y
los modelos naturales en enfermedades humanas (Péanne et al. 2018, Ng y Freeze
2018). En este sentido, puede decirse que gran parte del desarrollo reciente de la
glicobiologia ha estado vinculado al progreso en trastornos congénitos de la

glicosilacion.

Proteoglycan

@ Glucose
O Galactose
Hyaluronan B GIlcNAc
O-glycan 5 [] GalNAc
. GPlanchor A Fucose
: % Glycgl‘ipid k O Mannose
s f % Xylose

4 & @ Sialic acid

' Ti € Glucuronic acid
@ Iduronic acid
J Glucosamine

£

0O-GlcNAc

Figura 1. Tipos de glucoconjugados en seres humanos.
De Broussard y Boyce 2019.
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1.2. Tipos de Glucoconjugados

Existen varias clases de glucoconjugados, los cuales se clasifican en funcién del tipo

de molécula con la que se unen o aglucon (proteina o lipido), y segun el tipo de
enlace con el que se asocian (enlace N-glucosidico, O-glucosidico, etc.).

TIPOS DE GLUCOCONJUGADOS SEGUN LA MOLECULA ASOCIADA AL GLUCIDO
(ver Figura 1):
(1) GLUCIDOS CON PROTEINAS:

a) PROTEOGLUCANOS: Se forman a partir de la unién de una o varias cadenas

de glucosaminoglucanos (también llamados mucopolisacaridos), a una proteina nucleo.
Los proteoglucanos se diferencian de las glucoproteinas en que en ellos mas del 90%
del peso molecular corresponde a los glucidos, mientras que en las glucoproteinas es
la proteina la que constituye la mayor parte del peso del glucoconjugado. Existen
diferentes tipos de glucosaminoglucanos (condroitin sulfato, dermatan sulfato, heparan
sulfato, queratan sulfato), que estan formados por largas cadenas de disacaridos
repetidos. A su vez, los diferentes tipos de proteoglucanos (versicano, perlecano,
neurocano, agrecano), se diferencian entre ellos en el tipo de glucosaminoglucanos y
de nucleos protéicos que los componen. En ocasiones, varios proteoglucanos se unen
a otras moléculas (como el ac. hialurénico o el colageno) para formar grandes complejos
(complejos de proteoglucanos) que pueden llegar a ser tan grandes como algunas
bacterias. Los proteoglucanos constituyen un componente esencial de la matriz
extracelular del hueso, cartilago, cérnea y otros tejidos. Pueden estar constituidos por
enlaces O-glucosidicos (la mayoria) o N-glucosidicos (ej: queratan sulfato ).

b) GLUCOPROTEINAS: Son moléculas compuestas por uno o varios glucanos

(normalmente formando cadenas ramificadas) unidos covalentemente a una proteina.
En ellas la zona proteica constituye la mayor parte del peso molecular del
glucoconjugado. Las encontramos en la cara externa de la membrana plasmatica celular
como parte del glucocalix, en la matriz extracelular, en la sangre, en el citosol, o incluso
en el nucleo celular. Se consideran el tipo mas importante de glucoconjugados por la
gran variedad de funciones que desempefian: como inmunoglobulinas, hormonas (FSH,
LH), proteinas de membrana (ej. glicoforina), factores de la coagulacion, proteinas
transportadoras (ej. transferrina), enzimas, etc. Las glucoproteinas pueden formarse por

enlaces N- u O-glucosidicos, asi como por enlaces C-manosidicos.

14
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Figura 2. Esquema de la biosintesis de glucoproteinas y su clasificacion en funcién del defecto enzimatico y su
localizacion intracelular.
Tomado de: Pérez-Cerdé et al. 2015.

(2) GLUCIDOS CON LIiPIDOS:
a) GLUCOLIPIDOS:

a.1l) Anclaje Glicofosfatidilinositol (GPI): El anclaje GPI es una molécula

compuesta por 3 elementos: una molécula de fosfatidilinositol, una fosfoetanolamina, y
un oligosacérido. En esencia se trata de una estructura que permite el enlace entre un
lipido de membrana (el fosfatidilinositol) y una proteina, facultando que proteinas que
por su estructura no pueden quedar embebidas en la membrana, se mantengan unidas
a ella. Las proteinas ancladas a GPI (GPI-APs) cumplen multiples roles en la membrana
celular, donde actian como enzimas hidroliticas, moléculas de adhesion, receptores de

membrana, reguladores del sistema del complemento, etc.
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a.2) Glucoesfingolipidos: Se distinguen 2 clases de lipidos de membrana (o

esfingolipidos): los fosfolipidos, también llamados esfingomielinas (ceramida + fosforo)
y los glucoesfingolipidos (ceramida + glucido). Asi mismo, existen 3 tipos de
glucoesfingolipidos: cerebrésidos, globdsidos y gangliésidos. Los tres constituyen
componentes esenciales de las membranas plasmaticas, especialmente en el sistema
nervioso, donde actian como componentes estructurales (ej. vainas de mielina), o como
receptores. Ejemplos de enfermedades originadas por defectos en la biosintesis de
glucoesfingolipidos son ST3GAL5-CDG y BAGALNT1-CDG. Ejemplos de enfermedades
causadas por defectos en la degradacion de glucoesfingolipidos, son las
esfingolipidosis, un grupo de enfermedades lisosomales que en ocasiones son

enmarcadas dentro de los trastornos de la glicosilacion (Freeze et al. 2017).

TIPOS DE GLUCOCONJUGADOS SEGUN SUS ENLACES QUIMICOS:
(1) GLUCIDOS CON PROTEINAS:
Los glucanos se unen a las proteinas mediante diferentes tipos de enlaces:
- ENLACES N-GLUCOSIDICOS: Consisten en la unién de un carbohidrato

(habitualmente una cadena de glucidos) con un atomo de nitrégeno (N) de un

aminoacido (habitualmente asparagina) el cual se encuentra a su vez formando parte
de una cadena polipeptidica. Al proceso de formacion de glucoproteinas y
proteoglucanos con este tipo de uniones se le denomina N-Glicosilaciéon. En células
eucariotas, el glicido que se une a la asparagina suele ser GIcNAc. Ejemplos de
glucoconjugados con enlaces N-glucosidicos son las glucoproteinas N-glucosiladas
(como TSH, FSH, LH, transferrina, ceruloplasmina, inmunoglobulinas, o-1-antitripsina,
antitrombina, factor V, factor VIII), asi como algunos proteoglucanos.

- ENLACES O-GLUCOSIDICOS: Se producen cuando un carbohidrato

(habitualmente una cadena de glacidos) se une al grupo hidroxilo (OH) de un

amino&cido (normalmente serina o treonina) de una cadena polipetidica. Al proceso de
formacion de glucoproteinas y proteoglucanos con este tipo de uniones se le denomina
O-Glicosilacion. Ejemplos de proteinas O-glucosiladas son la mayoria de
proteoglucanos y multiples glucoproteinas (hCG, uroquinasa, mucinas, APOCS3,
colageno, a-distroglicano, antigenos ABO, etc.).

- ENLACES C-MANOSIDICOS: Aparecen a partir de la unién de un atomo de

carbono del monosacarido manosa, con otro atomo de carbono del aminoacido

triptéfano. Glucoproteinas con este tipo de glicosilacion son la RNasa 2, la
trombospondina 1 (proteina antiangiogénica) o la properdina (reguladora del sistema del

complemento).
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(2) GLUCIDOS CON LIiPIDOS:
Los enlaces entre glucidos y lipidos son en general mas complejos y estan peor

caracterizados que los de glucoproteinas y proteoglucanos.
- ENLACES CON EL ANCLAJE GPI: En el anclaje GPI, el glacido (una cadena

de manosas y una N-glucosamina), esta unido por un lado a una molécula lipidica y por

otro lado a una molécula de etanolamina fosfato (EtNP). En el lado lipidico la unién se
produce a través de un enlace al-6 con el grupo D-myo-inositol de una molécula de
fosfatidilinositol. En el lado proteico, el enlace se produce entre un grupo OH de una
manosa y la molécula de etanolamina, la cual a su vez se unird a un aminocido de la
cadena polipeptidica correspondiente.

- ENLACES EN GLUCOESFINGOLIPIDOS: En los glucoesfingolipidos, la union

entre la molécula de ceramida y el glicido (normalmente galactosa o glucosa) se

produce mediante un enlace de tipo  entre uno de los grupos OH de la ceramida y un

grupo OH del monosacérido adyacente.

1.3. Biologia celular de la glicosilacion

Algunas de las enfermedades congénitas del metabolismo (ECM), se clasifican
tradicionalmente segun el tipo de organela celular en la que actta la enzima o sistema
metabdlico alterado. Asi podemos encontrar, enfermedades mitocondriales, lisosomales
0 peroxisomales (Saudubray et al. 2016). Siguiendo este esquema, los trastornos
congénitos de la glicosilacion (CDG) podrian encuadrarse como enfermedades del
Reticulo Endoplasmatico (RE) y del Aparato de Golgi, es decir de la via metabdlica RE-
Golgi. Una de las principales funciones de esta via, es la glicosilacion de proteinas y
lipidos, donde a dichas moléculas se les afiaden diferentes cadenas de monosacaridos
de forma secuencial mientras transitan por los diferentes compartimentos de estas dos
organelas, de forma similar a lo que ocurre en una cadena de montaje (figura 2). La
mayoria de estas reacciones son catalizadas por 2 tipos de enzimas, glucosidasas y

glucosiltransferasas (Moremen et al. 2012, Varki 2017).

Como el resto de los componentes celulares, los glucanos se renuevan constantemente.
Si los glucoconjugados se encuentran unidos a la membrana externa o junto a la
superficie celular son absorbidos por endocitosis para ser transportados después a los
lisosomas. Si se encuentran en el citoplasma o en el nucleo, son trasladados
directamente a los lisosomas. En cualquier caso, una vez en los lisosomas, son

degradados de forma progresiva por una serie de hidrolasas que los separan de su
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aglucon (endoglicosidasas) para después degradar las cadenas de gllcidos
(exoglicosidasas) (Winchester 2005). Finalmente, los monosacaridos resultantes son
exportados al citoplasma para que puedan ser reutilizados.

1.4. Funciones Biolégicas de los glucoconjugados

Tabla 1. Funciones bioldgicas de los Las fuerzas biol6gicas que gobiernan la
gluc;)conjugados (adaptado de Varki formacion de la amplia variedad de
2017
glucoconjugados que podemos

Funciones estructurales y moduladoras observar, probablemente reflejan una
- Estructura fisica estrategia que han desarrollado
- Proteccion e .
- Solubilidad de macromoléculas multiples  organismos  para generar
- Expulsién fisica de patégenos diversidad a partir de un namero
- Plegamiento de glucoproteinas o . .
- Estructuracién de la membrana limitado de proteinas y lipidos

- Accion anti-adhesiva

- Estructuracién de la matriz extracelular (Broussard y Boyce 2019). De esta

- Proteccion frente al reconocimiento inmune manera, igual que de un género

- Funcién de “interruptor” molecular Lo . ; . .

- Modificacién epigenética de histonas biolégico (ej. género canis) derivan
Funciones de reconocimiento molecular varias especies (ej. perro, lobo, chacal)

, . de un género proteico o lipidico pueden
- Plegamiento y degradacion intracelular de

glucoproteinas derivar varias glicoformas o “especies
- Tréfico intracelular de glucoproteinas

- Inicio de endocitosis y fagocitosis proteicas o lipidicas” (ej. diferentes

- Sefializacion intercelular glicoformas de 1gGl1 o de alfa-1-
- Adhesion intercelular o )
- Interaccién célula-matriz extracelular antitripsina) (Rosenldcher et al 2016),

- Reproduccién y fertilizacion
- Aclaramiento de glucoconjugados dafiados
- Epitopos antigenicos. distintas y expresandose en diferente

cada una de ellas ejerciendo funciones

cantidad segun el tipo de célula y tejido

del que se trate.

Las funciones biologicas de los glucoconjugados se dividen en 2 grandes categorias: 1)
Funcién estructural y moduladora; 2) Funciéon de reconocimiento especifico por otras
moléculas (fundamentalmente por proteinas de uniéon a glucanos, GBPs en inglés)
(Varki 2017) (Tabla 1).

Como consecuencia de su ubicuidad y variedad de funciones biolégicas, los

glucoconjugados cumplen también diversos cometidos en la fisiologia de los 6rganos y

sistemas de los vertebrados. En la tabla 2, se describen algunos ejemplos.
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Tabla 2. Algunas funciones fisioldgicas de los glucoconjugados (Ohtsubo
et al. 2011, Hansson et al. 2012, Live et al. 2013, Macauley et al. 2014, Mi et al. 2014,
Whitsett et al. 2015).

ORGANO/ SISTEMA FUNCIONES (ejemplos)

] - Interaccion esperma - mucosa trompas de Falopio.
REPRODUCCION - Adhesion embrién-endometrio.
- Glucoconjugados especificos en leche materna.

- Grupos sanguineos (proteinas O-glucosiladas).

- Adhesién endotelial y migracion de leucocitos hacia tejidos.
- Estabilizacion de mayoria de glucoproteinas plasmaticas (ej:
factores coagulacion)

HEMATOLOGIA

- Diferenciacion, adhesién y supervivencia de linfocitos y
monocitos.

- Glucanos como componentes clave de epitopos antigénicos
de proteinas.

- Madificacion del dominio Fc de 1gG, alterando sus funciones
efectoras.

INMUNOLOGIA

- Desarrollo cardiaco y angiogénesis, por parte de GAGs.
SISTEMA CARDIOVASCULAR - Funcién e integridad estructural de miocardio y pared
vascular.

SISTEMA RESPIRATORIO - Barrera_e _hidratacién de superficies de mucosas (mucinas).
- Mantenimiento estructural de pared alveolar.

) - Regulacion de la accion de insulina por O-GIcNAc.
ENDOCRINOLOGIA - Funcién de hormonas tiroideas (hormonas glucosiladas).
- Aclaramiento de hormonas glucosiladas en higado.

- Barrera fisica de mucina del intestino.

) - Interaccion con microorganismos sapréfitos y patdgenos del
GASTROENTEROLOGIA tracto gastrointestinal.

- Funcion de barrera permeable del heparan sulfato en
membrana basal del intestino.

- Secrecion de proteinas N-glucosiladas.a plasma.

HEPATOLOGIA - Aclaramiento de lipoproteinas mediante proteoglucanos.
NEFROLOGIA - Funcion fllt_rado en m(_embrana pasal glom_t_erular.

- Barrera fisica de mucina en uréteres y vejiga.

- Mantenimiento de la funcién de barrera, elasticidad y
PIEL - ST X

capacidad de cicatrizacion de la piel.
SISTEMA ggir?]nosr?:r:]?ézn&ae alggrz()etztrr;celular (laminina).
MUSCULOESQUELETICO P P '

- Componentes esenciales de cartilago y hueso.

- Papel critico de N-glucanos y Proteoglucanos en desarrollo,
organizacion y plasticidad del sistema nervioso, especialmente
durante la embriogénesis.

- Formando vainas de mielina (cerebrdsidos) y terminaciones
nerviosas (gangliésidos).

- Regeneracion neuronal tras lesion.

SISTEMA NERVIOSO

1.5. Trastornos de la Glicosilacion

En sentido amplio, los trastornos congénitos de la glicosilacion (CDG) son Unicamente
un grupo dentro del conjunto de los trastornos de la glicosilacion. Estos ultimos engloban

tanto defectos con hipoglicosilacion (CDG, galactosemia) como con hiperglicosilacion
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(algunas enfermedades lisosomales), y pueden ser genéticos (CDG, intolerancia
hereditaria a la fructosa) o adquiridos (hemoglobinuria paroxistica nocturna,
alcoholismo) (Jaeken y Péanne 2017). En la tabla 3, se muestra su clasificacion de

forma esquematica.

Tabla 3. Clasificacidén general de los trastornos de la glicosilacion (adaptado de
Jaeken y Péanne 2017).

TRASTORNOS CON HIPOGLICOSILACION

Primarios - CDGs.
GENETICOS Secundarios - Galactosemia.
- Intolerancia hereditaria a la fructosa
Causas Internas - Hemoglobinuria paroxistica nocturna.
- Cancer.
ADQUIRIDOS
Q Causas Externas - Alcoholismo.
- Infecciones.

TRASTORNOS CON HIPERGLICOSILACION

Mutaciones con Aumento de | - Micobacteriosis atipica en pacientes con
Glicosilacion mutaciones en IFNGR2.

- Déficit de Antitrombina por mutaciones en
SERPINC1.

GENETICOS Mutaciones con Defecto de - Déficit de N-glicanasa 1 (NGLY1-CDDG).

Deglicosilacion - Varias enfermedades lisosomales
(mucopolisacaridosis, oligosacaridosis y
esfingolipidosis).

Los trastornos genéticos con hipoglicosilacion estan divididos en primarios o
secundarios. En los trastornos primarios, existe una alteracién genética (normalmente
mutaciones con herencia autosémica recesiva) que afecta a un gen directamente
relacionado con la sintesis de glucoproteinas o glucolipidos. Estos trastornos genéticos
y primarios con hipoglicosilacion, son los CDG (Jaeken 2013). Existen también unos
trastornos genéticos secundarios con hipoglicosilacion, en los cuales las mutaciones
afectan a genes no directamente implicados en la sintesis de glucoconjugados, pero
cuya alteracion produce de forma colateral defectos en la unién de glucidos a proteinas
y lipidos. Este es el caso de la galactosemia por déficit de GALT, en la cual se produce
carencia de uridina difosfato galactosa (UDP-Gal), la cual es necesaria para la formacion
de glucanos galactosilados. Esto conlleva la hipogalactosilacion de mdultiples
glicoproteinas y glicolipidos en algunos pacientes con esta enfermedad (Ng et al. 1989,
Lai et al. 2003). Algo similar ocurre en la intolerancia hereditaria a la fructosa, en la que

se acumula el sustrato fructosa-1 fosfato, la cual inhibe una enzima fundamental en los
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primeros pasos del proceso de N-glicosilacion de proteinas, la manosa-6-fosfato
isomerasa (MPI) dando lugar a hipoglicosilacion de la transferrina, entre otras (Jaeken
et al. 1996).

Tabla 4. Alteraciones de la Un grupo de patologias de gran

licosilacion en células cancerosas. . . .
9 importancia por su prevalencia, en las

- Incremento de la ramificacion de B1- que encontramos hipoglicosilacion de
6GIcNAc N-glucanos. o )
causas adquiridas e internas (de base
- Cambios en la cantidad, enlaces y
acetilacion de los ac. siélicos.

- Acortamiento de O-glucanos. En todos los tipos de cancer, las células

genética), son las neoplasias malignas.

— - _ muestran alteraciones de los
- Expresién de acido sidlico de origen no

humano (proveniente de la dieta). glucoconjugados, aunque algunos
- Expresién de estructuras Lewis y cambios son especialmente frecuentes

selectinas sialiadas. (tabla  4). Varias de estas

- Expresién alterada e incremento de la

dregradacion de glucoesfingolipidos. modificaciones  se han  mostrado
relevantes desde el punto de Vvista

- Aumento de la expresion de galectinas y

poli-N-acetillactosaminas. fisiopatologico, y algunas se estan

investigando como dianas diagnésticas

- Alteracion de la expresion de y terapéuticas (Fuster y Esko 2005,
estructuras relacionadas con los grupos
sanguineos ABO. Pinho y Reis 2015).

- Alteracion de la sulfatacion de
glucosaminoglucanos.

- Aumento de la expresién de 4c. La hipoglicosilacion también puede

hialurnico. aparecer exclusivamente por causas

- Aumento de la expresion de la enzima

que une los anclajes GPI a las proteinas. adquiridas sin  componente - genético

(externas). Esto es lo que ocurre en el
- Incremento de la O-N- alcoholismo (Gravel et al. 1996; Casey

acetilglucosaminacion de proteinas. _ _
et al. 2016) o algunas infecciones, como

la gripe (Huang et al. 2008).

Por otro lado, existen también un grupo de trastornos genéticos en los que se produce
hiperglicosilacion. Dentro de estas enfermedades, se han descrito diversas mutaciones
gue alteran la secuencia de la proteina de la que se trate, de tal manera que crean un
nuevo sitio para la union de glicanos. Asi, cadenas de glicidos que no deberian estar
en esa zona, se asocian a la proteina, dando N-glucanos patogénicos que alteran la
funcion del polipéptido. Ejemplo de esto son ciertas mutaciones en el gen IFNGR2 que
codifica para la cadena yR2 del receptor del INF-y, en las que se asocia un N-glucano

patogénico que impide que dicho receptor responda a INF-y, apareciendo un tipo de

21



Evaluacion Clinica y Radiolégica PMM2-CDG Introduccion

inmunodeficiencia con predisposicion a infecciones graves por micobacterias (Vogt et
al. 2007).

Finalmente, también puede existir hiperglicosilacion de causa genética por mutaciones
que afectan a los sistemas celulares de degradacion y eliminacion de las cadenas de
glucanos de los glucoconjugados. En 2016 se publico el primer defecto congénito de la
deglicosilacion (CDDG), el déficit de N-glicanasa 1 (NGLY1-CDDG) (Lam et al. 2016).
Finalmente, algunos autores también incluyen a ciertas enfermedades lisosomales
(varias mucopolisacaridosis, oligosacaridosis y esfingolipidosis) como trastornos con
hiperglicosilacién de origen genético por defectos en la deglicosilaciéon (Freeze et al.
2017). Esto se debe a que, aunque ciertas enfermedades lisosomales se originan por
alteraciones en las enzimas que degradan proteinas (proteasas) o lipidos (lipasas), otras
muchas tienen su causa en defectos en las exoglucosidasas o endoglucosidasas
(Winchester 2005), enzimas encargadas de separar y degradar las cadenas de glucidos
de los glucosaminoglucanos, glucoproteinas y glucolipidos (ej. mucopolisacaridosis | a

IX, manosidosis, sialidosis, gangliosisdosis GM1/GM2, Fabry, Gaucher, Krabbe, etc.).
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2. Trastornos congénitos de la glicosilacion

Los trastornos congénitos de la glicosilacion (CDG) constituyen un grupo de
enfermedades genéticas, congénitas y primarias caracterizadas por la hipoglicosilacién
de diversas proteinas y lipidos (ver tabla 3). Se deben a alteraciones en genes que
codifican glicosiltransferasas, glicosidasas, transportadores de monosacaridos,
moléculas implicadas en el trafico vesicular, o moléculas relacionadas con el
mantenimiento de la homeostasis del pH o del manganeso en las organelas celulares
implicadas en la glicosilacion (Péanne et al. 2018). Como se ha comentado en el
apartado anterior, estas organelas o compartimentos celulares donde actlan las
enzimas y transportadores afectados, son fundamentalmente tres: el reticulo
endoplasmatico, el aparato de Golgi y el citosol (Pérez-Cerda et.al. 2017). No se
conocen todos los tipos de glucocoproteinas y glucolipidos que existen, todas sus
funciones, ni todos los genes implicados en la glicosilacion. En la tabla 5 se exponen

algunos ejemplos de glucoconjugados en seres humanos.

La mayoria de los CDG presentan un patron de herencia autosémico recesivo, en el que
el paciente ha heredado una mutacion de cada progenitor. Sin embargo, también se han
descrito trastornos congénitos de la glicosilacion de herencia autosémica dominante
(EXT1-CDG, EXT2-CDG, GANAB-CDG, POFUT1-CDG, POGLUT1-CDG, PRKCSH-
CDG, SEC63-CDG, sindrome de Saul-Wilson) o ligada a X (ALG13-CDG, ATP6AP1-
CDG, ATP6AP2-CDG, OGT-CDG, PIGA-CDG, SLC9A7-CDG, SLC35A2-CDG, SSR4-
CDG y VMA21-CDG) (Francisco et al. 2018). Las mutaciones recesivas pueden ser
heredadas (lo habitual) o de novo. En cambio, la mayor parte de las mutaciones

dominantes y ligadas a X suelen ser de novo (Chang et al. 2018).

La clasificacién mas utilizada y aceptada, divide los CDG en cuatro categorias: defectos
genéticos (1) de la N-glicosilacion de proteinas, (2) de la O-glicosilacion de proteinas,
(3) de la glicosilacion de lipidos o del anclaje GPI, (4) combinados de varias rutas de la
glicosilacion (Jaeken 2011). También se han propuesto otras clasificaciones, quiza mas
complejas, en las que se divide a los trastornos de la O-glicosilacion en varios subgrupos
(O-fucosilacién/O-glucosilacion,O-N-acetilgalactosilacion/O-N-acetilglucosilacion,

distroglicanopatias, defectos de la sintesis de GAGS) y que no contemplan los defectos

combinados como un grupo individual (Ng y Freeze 2018).

Desde que en 1980 se describiese la CDG-la (més tarde conocida como PMM2-CDG),

como el primer trastorno congeénito de la glicosilacion (Jaeken et al. 1980, Jaeken et al.
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Tabla 5. Principales tipos de glucoconjugados, enlaces de unién glucido-
aglucon, y ejemplos de moléculas representativas en seres humanos.

GLUCOCONJUGADO

ENLACES

EJEMPLOS

PROTEOGLUCANOS

e O-glucosidicos (la mayoria)
¢ N-glucosidicos

- Versican (nucleo proteico + GAGs:
condroitin sufato/dermatan sulfato).
- Perlecan (nicleo proteico + GAGS:
heparan sufato/condroitin sulfato).

- Neurocén/ Agrecan/ Brevican
(nucleo proteico + GAG condroitin
sufato).

- Fibromodulina/ Lumican (nicleo
proteico + GAG queratan sulfato).

GLUCOPROTEINAS N-
GLUCOSILADAS

¢ N-glucosidicos

- Glicoforina, VEGFR2, CD71, CD29,
CD 221, CD98, receptores Notch.

- TSH, FSH, LH, IGFR-1, IGFBP.

- Transferrina, ceruloplasmina,
haptoglobina.

-1gG, IgM, IgA, IgE, IgD.

- a-1-antitripsina.

- Antitrombina, fibrindgeno, factor V,
factor VIII.

GLUCOPROTEINAS O-
GLUCOSILADAS

¢ O-glucosidicos

- hCG, adiponectina.

- Uroquinasa, factor VII, factor IX,
factor XIl, proteina Z.

- Mucinas, ciertas proteinas del
surfactante, APOC3.

- Colageno.

- a-distroglicano, receptor LDL, PSGL-
1, antigenos sanguineos ABO.

- Proteinas O-GIcNAc glucosiladas
(epigenética).

ANCLAJE GPI

¢ Con lipido: enlace a1-6 con
aD-myo-inositol.

e Con proteina: enlace
manosa—etanolamina—aa.

Proteinas ancladas a GPI:

- CD14, CD58, CD59, fosfatasa
alcalina, 5’-Nucleotidasa, NCAM120,
CAM TAG-1, GDNFR-a, dipeptidasa
renal, glipicanos.

GLUCOESFINGOLIPIDOS

e Enlace B entre OH de
ceramida y OH de
monosacéarido.

- Cerebrosidos.
- Globésidos.
- Gangliésidos.

Abreviaturas. GAG: Glucosaminoglucanos; VEGFR2: receptor del factor de crecimiento endotelial
vascular 2; CD: cluster de diferenciacion; TSH: hormona estimulante del tiroides; FSH: hormona
foliculoestimulante; LH: hormona luteinizante; IGFR-1: receptor del factor de crecimiento insulinico 1;
IGFBP: proteina transportadora del factor de crecimiento insulinico 1; 1g: inmunoglobulina; hCG:
gonadotropina coriénica humana; APOCS3: apolipoproteina C3; LDL: lipoproteina de baja densidad;
PSGL-1: ligando 1 de la glucoproteina P-selectina; GIcNAc: N-acetilglucosamina; GPI:
glicofosfatidilinositol; aa: aminoacido; NCAM: molécula de adhesion celular neuronal; CAM: molécula de
adhesion celular; TAG: glicoproteina axonal transitoria; GDNFR-«: subunidad o del receptor del factor
neutrofilico derivado de células gliales; OH: grupo hidroxilo.

24




Evaluacion Clinica y Radiolégica PMM2-CDG Introduccion

1984), la nomenclatura de los CDG ha sufrido varios cambios. Inicialmente, la PMM2-
CDG fue denominada “sindrome de glicoproteinas deficientes en carbohidratos”
(carbohydrate-deficient glycoprotein sindrome), debido a las mudltiples alteraciones
observadas en las cadenas de azlcares de la transferrina de los pacientes con la
enfermedad. Sin embargo, el descubrimiento de otros perfiles en el isoelectroenfoque
(IEF) de la transferrina (Tf) que apuntaban hacia la existencia de otros CDG (Jaeken et
al. 1994, Powell et al. 1994, Tan et al. 1996), asi como el hecho de que estas patologias
aparecieran fundamentalmente en nifios, llevo a sustituir el nombre por el actual de
trastornos congénitos de la glicosilacion (CDG o congenital glycosylation disorders).
Durante los primeros afos, los CDG se clasificaron segun el patron de IEF de la
transferrina, en CDG-I (patrén de tipo I, con aumento de isoformas asialo-Tf y disialoTf)
y CDG-II (patrén de tipo Il con cualquier otra distribucion anormal de isoformas de la Tf),
y segun se descubrian nuevos defectos, estos se iban denominando por orden
alfabético (CDG-la, CDG-lb, CDG-lla, CDG-IIb, etc.). En 2008, tras la generalizacién del
diagndéstico genético molecular y dado que no todos los CDG presentaban patrones
alterados de isoformas de la Tf, se modificé la nomenclatura de manera que los CDG
fueran nombrados por el gen afectado seguido de “-CDG” (ej: PMM2-CDG, MPI-CDG)
(Jaeken et al. 2009).

No se sabe con exactitud cual es la prevalencia ni la incidencia de los CDG en conjunto,
ni las frecuencias individuales de la mayoria de tipos de CDG, aunque estas
enfermedades se han identificado pacientes de todos los origenes étnicos y de ambos
sexos (Chang et al. 2018). En base a la frecuencia de portadores de variantes
patogénicas conocidas en 53 genes relacionados con CDG, se ha estimado que la
prevalencia total seria de alrededor de 1/10.000 en poblaciones de origen europeo y
afroamericano (Matthijs et al. 2000, Jaeken y Matthijs 2001, Jaeken y Matthijs 2007,
Haeuptle y Hennet 2009). En un estudio multinacional de 1350 pacientes con patrén
alterado en el IEF de Tf y CDG confirmada posteriormente por estudio genético en la
mayoria de casos (37 CDG diferentes), se determiné que el 94% fueron CDG-1y el 6%
CDG-Il. Como se esperaba, la PMM2-CDG fue la entidad mas frecuente (62% del total
de CDG), seguida de ALG6-CDG (8%), SRD5A3-CDG (3,1%), ALG1-CDG (3%), y MPI-
CDG (2,6%). De entre las CDG-II, COG7-CDG (0,7%) fue la mas prevalente. Por otro
lado, esta investigacion puso de manifiesto que con alta probabilidad los CDG se
encuentran infradiagnosticados, asi como que existe la necesidad de un registro
internacional de pacientes (Péanne et al. 2018). En la actualidad se conocen més de
130 tipos diferentes de CDG, la mayoria de las cuales cuentan con menos de 100 casos

publicados (Freeze et al. 2014, Jaeken y Péanne 2017).
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Clinicamente los CDG se caracterizan por ser en su mayoria, enfermedades congénitas,
estaticas 0 muy lentamente progresivas, y multisistémicas con afectacion preferente
cerebral, ocular y esquelética (Francisco et al. 2018). Asi, encontramos como sintomas
frecuentes: retraso psicomotor/ discapacidad intelectual, hipotonia, trastornos del
movimiento, fallo de medro, hipoglucemia, estrabismo, retinopatia, escoliosis, coxa
valga, malformaciones de dedos, dificultades de alimentacion, hipertransaminasemia,
lipodistrofia, cutis laxa, ictiosis, inmunodepresion, tendencia a hemorragias y/o
trombosis, entre otras (Jaeken y Péanne 2017, Péanne et al. 2018, Pérez-Cerda et al.
2017, Francisco et al. 2019). Aunque la mayor parte de los CDG son patologias
multisistémicas, algunos son especificos de ciertos érganos o sistemas: retina en
DHDDS-CDG; placa motora en ALG2-CDG, ALG14-CDG y CFPT1-CDG; encéfalo en
ST3GAL3-CDG y TUSC3-CDG; piel o musculo esquelético en POGLUT1-CDG vy
POFUT1-CDG,; cartilago en EXT1/EXT2-CDG; higado en TMEM199-CDG,; eritrocitos en
SEC23B-CDG (Jaeken y Péanne 2017). Ademas, sorprendentemente, ciertas CDG
pueden presentar un fenotipo completamente distinto dependiendo de qué mutacion
presenten dentro del mismo gen: PMM2-CDG (el sindrome dismorfico-ataxico-
multisistémico mas conocido, enfermedad con poliquistosis renal e hipoglucemia
hiperinsulinica, o tendencia aislada a la trombosis), ALG9-CDG (sindrome dismoérfico-
neuro-hepato-renal, o fenotipo esquelético con muerte fetal), EXT2-CDG (ex0stosis, 0
sindrome con epilepsia, escoliosis y macrocefalia), PIGA-CDG (discapacidad intelectual
y epilepsia, sindrome ferro-cerebro-cutaneo, sindrome de Simpson-Golabi-Behmel tipo
2, encefalopatia epiléptica precoz con hipotonia severa, o anomalias congénitas
multiples y muerte precoz), POGLUT1-CDG (enfermedad cutanea, o distrofia muscular)
(Péanne et al. 2018). Finalmente, dentro del mismo fenotipo, el grado de severidad
puede ser amplisimo, abarcando desde muerte prenatal hasta adultos asintoméaticos
(Vuillaumier-Barrot et al. 2012).

En el momento actual, puede considerarse que existen dos métodos diagndsticos para
las CDG (figuras 3.1y 3.2): (1) por un lado tendriamos el método “clasico”, en el que a
partir de una sospecha clinica (fenotipo) de CDG, se realiza un estudio de isoformas de
la transferrina y segun el patron obtenido (tipo I, tipo I, o normal/ inespecifico)
completariamos el estudio con otras pruebas bioquimicas (isoformas APOC3, analisis
de dolicoles, manosa en sangre y orina, estudio del pool de monosacéaridos dadores,
tests de coagulacion, etc.) y/o con pruebas genéticas (secuenciacion Sanger, panel
genético, exoma clinico, exoma completo por trios, etc.); (2) por otro lado, cada vez se
recurre mas a un método alternativo que podriamos llamar “genético”, en el que no se

sospecha clinicamente un CDG, si no que se parte de una probable enfermedad
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Fenotipo PMM2-CDG o
MPI-CDG

.4 1
Estudio
mutaciones
(Sanger)

Analisis
enzimatico’

-
PERFIL DE TIPO 1

4
Fenotipo
inespecifico

y

Panel CDG/ WES/
WGS

SOSPECHA CLINICA DE CDG

v

ANALISIS ISOFORMAS TRANSFERRINA '

v

PERFIL DE TIPO 2

) » . ) kY
Fenotipo MAN1B1-CDG Fenotipo
o PGM1-CDG * inespecifico
Y

Analisis APOC3*

v Y
Estudio Panel CDG/ WES/
mutaciones WGS
(Sanger)

-
PERFIL NORMAL

v

Valorar:

- AS general (factores coagulacién, FA).

- Manganeso en sangre/ orina

- Aumento/descenso pool azicares dadores

y
Estudio de mutaciones si sospecha de gen
especifico 6
Panel CDG/ WES/ WGS

4. Por isoelectroenfoque (IEF).

sangre; FA: fosfatasa alcalina.

Figura 3.1. Método cléasico de diagnéstico de los CDG.
1. Por isoelectroenfoque (IEF), cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), o preferiblemente por espectrometria de masas de tiempo de vuelo con cuadrupolo (QTOF-MS).
2. El andlisis enzimatico puede ser normal en la PMM2-CDG.
3. MAN1B1-CDG por ser la CDG con patrén de tipo 2 més frecuente. PGM1-CDG por presentar adecuada respuesta a galactosa vo.

Abreviaturas. Sanger: Secuenciacion genética por el método Sanger; WES: secuenciacién del exoma completo; WGS: secuenciacién del genoma completo; APOC3: apolipoproteina C3; AS: andlisis de
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monogénica inespecifica (normalmente pacientes con afectacion neuroldgica-
multisistémica y rasgos dismorficos), solicitandose de inicio estudios genéticos de
cribado, (habitualmente de forma secuencial: CGH-Array, panel genético, exoma clinico,
exoma completo por trios, genoma completo) y en caso de detectar alteraciones de
significado incierto en genes conocidos o candidatos a estar implicados en las vias de
la glicosilacion, se comprueba si esto es asi mediante estudios bioquimicos especificos
(isoformas transferrina, estudio del pool de monosacaridos dadores, perfil de
glucoproteinas por espectrometria de masas) (Abu Bakar et al. 2018, Chen et al. 2019,
Gilfix 2019).

El método de diagnodstico “clasico” tiene las ventajas de ser mas coste-efectivo
(especialmente si se trata de un PMM2-CDG o un MPI-CDG), y de que no suele ser
necesario demostrar una alteracion de la glicosilacién con otras pruebas si el estudio de
isoformas de la transferrina se encuentra alterado desde el inicio. Por el contrario, este
método tiene dificultades para diagnosticar fenotipos inespecificos, formas extremas
(muy leves o severas) de fenotipos clasicos, y nuevos tipos de CDG (Lefeber et al. 2011,
Pérez-Cerda et al. 2015, Francisco et al. 2019).

El método “genético” presenta las ventajas de no precisar de una sospecha clinica
especialmente dirigida, ser mas coste-efectivo (no tanto para los pacientes con CDG,
sino para el conjunto de pacientes con sospecha de enfermedad genética inespecifica),
y ser con frecuencia mas rapido (Vissers et al. 2017, Tan et al. 2017, Gilfix 2019, Chag
et al. 2019). Sin embargo, muestra el inconveniente de la dificultad en la interpretacion
de las anomalias genéticas encontradas, pudiéndonos encontrar casos de enfermos con
alteraciones en genes relacionados con la glicosilacion pero con estudios bioquimicos

gue muestran un perfil de glucoconjugados normal (Ng et al. 2019).

Es muy probable que el método “genético” desemperie un papel cada vez mas relevante
en el diagndstico de los CDG. Un factor que contribuird sin duda a ello, sera el
abaratamiento progresivo de las técnicas de NGS. También jugaran a su favor las
limitaciones del estudio de isoformas de la transferrina como prueba de cribado de CDG,
ya que: (a) aproximadamente el 50% de los tipos de CDG presentan un patron de
glicosilacion de Tf normal (los defectos de la O-glicosilacién no asociados a un defecto
de la N-glicosilacion, los defectos del anclaje del GPI, los déficits de la sintesis de
glucoesfingolipidos y aquellos defectos de la N-glicosilacién que no muestran deficiencia
de &c. sidlico) (Péanne et al. 2018); (b) puede mostrar falsos positivos (galactosemia,

déficit hereditario de fructosa, alcoholismo, hepatopatia, sepsis); (c) o falsos negativos

28



Evaluacion Clinica y Radiolégica PMM2-CDG Introduccion

SOSPECHA DE ENFERMEDAD
GENETICA INESPECIFICA ’

y

WES/ WGS

Confl.r'maclon de la CGH-Array 2
mutacion por Sanger

Confirmacién bioquimica del defecto de la glicosilacién *, mediante:
- Andlisis isoformas Tf.
- Analisis APOC3 .
- Anélisis de dolicoles °.
- Citometria de flujo de granulocitos g
- Estudio del pool de monosacéridos.
- Estudio del perfil de glicoconjugados por MS.

Figura 3.2. Método genético de diagndstico de los CDG.

1. Habitualmente, en caso de enfermedad multisistémica con rasgos dismorficos.

2. Segun los medios disponibles y el coste, puede ser preferible realizar el CGH-Array previamente al estudio WES/ WGS.
3. Si el gen alterado es candidato a estar implicado en los procesos de glicosilacion.

4. Alterado en algunos defectos conjugados de la N- y O-glucosilacién de proteinas.

5. Alterado en algunos CDG con perfil de Tf de tipo 1.

6. Alterado en algunos defectos del anclaje glicofosfatidilinositol (GPI).

Abreviaturas. CGH-Array: matriz de hibridacion genémica comparativa; WES: secuenciacion del exoma completo; WGS:
secuenciacion del genoma completo; Sanger: Secuenciacion genética por el método Sanger; Tf: Transferrina; APOC3:
apolipoproteina C3; MS: espectrometria de masas.

(se han descrito pacientes con PMM2-CDG, ALG13-CDG, RFT1-CDG, SRD5A3-CDG,
SLC35A2-CDG con perfil de Tf tanto normal como alterado) (Fletcher et al. 2000,

Francisco et al. 2019).

El tratamiento para la mayoria de las formas de CDG se basa en terapias de soporte
orientadas a mejorar los sintomas y la calidad de vida de los pacientes y sus familias
(Brasil et al. 2018). Sin embargo, existen varias excepciones a esta regla: (1) MPI-CDG:
el CDG con el tratamiento mas efectivo. En él la suplementacion con manosa via oral
inicialmente a 1g/kg/dia cada 4-6h, es capaz de mejorar rapidamente el perfil de Tfy la
mayoria de sintomas (aunque no siempre corrige la hepatopatia, que puede continuar
evolucionando) (de Lonlay y Seta 2009, Mention et al. 2008); (2) PMM2-CDG: Su
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Tabla 6. Principales terapias dirigidas
disponibles en los trastornos
congénitos de la glicosilacion.

TRATAMIENTOS
cbG SUPLEMENTOS
NUTRICIONALES OTROS
MPI-CDG - Manosa vo ;]Tra,s_plante
epético
PMM2-CDG | - Manosa-1-P - Acetazolamida
(experimental)
SLC35CL- | pucosavo | e
CDG
) ) - Trasplante
PGM1-CDG Galactosa vo cardiaco
SLC35A2 | Galactosavo | eoeeeeeee
CDG
TMEMIBS- | Galactosavo | ceeeceeees
CDG
- Galactosa vo
SLC39A8-
CcDG -Sulfatode | @ —meemeeeee-
manganeso Vo
CAD-CDG - Bl_Jtirat_o desodio |
(epilepsia)
PIGM-CDG | ° Bl_Jtirat_o desodio |
(epilepsia)
PIGA-CDG | - Dieta cetogenica |
(epilepsia)
PIGO-CDG - Piridqxina‘ (vit
B6, epilepsia)
ccpciis- | - Trasplante
CDG hepético
ATP6VAPL- | - Trasplante
CDG hepatico
DOLK-CDG | = —meemeeeee - Tra'SDIante
cardiaco
- Trasplante de
PGM3-CDG | - progenitores
hematopoyéticos
tratamiento continta siendo

principalmente de sostén, sin embargo,

recientemente el tratamiento con

acetazolamida ha demostrado mejorar
los sintomas neurolégicos (Martinez-
Monseny, Bolasell et al. 2019) y se han
realizado estudios con manosa-1-
fosfato como terapia de reemplazo de
sustrato, aunque por el momento con
problemas de absorcién (Rutschow et
al. 2002, Eklund et al. 2005, Hardré et
al. 2007). En este sentido, recientes
lineas de trabajo buscan incluir la
molécula en liposomas para salvar esta
limitacion y mejorar su biodisponibilidad
y entrada a la célula. Otros CDG con
tratamientos parcialmente eficaces son:
SLC35C1-CDG, PGM1-CDG, SLC35A2
-CDG, TMEM165-CDG, SLC39A8-
CDG, CAD-CDG, PIGM-CDG, PIGA-
CDG, PIGO-CDG (Etzioni y Tonetti
2000, Almeida et al. 2009, Wong et al.
2017, Morelle et al. 2017, Park et al.
2018, Almeida et al. 2007, Joshi et al.
2016, Kuki et al. 2015). Se ha realizado
con éxito trasplante hepatico en MPI-
CDG, CCDC115-CDG, ATP6VAP1-
CDG (Jansen et al. 2014, Jansen et al.
2016), trasplante cardiaco en PGM1-
CDG y DOLK-CDG (Tegtmeyer et al.
2014, Klcovansky et al. 2016), vy
trasplante de progenitores
hematopoyéticos en  PGM3-CDG
(Stray-Pedersen et al. 2014) (ver tabla
6).
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3. Lesion cerebelosa en el cerebro en desarrollo

3.1. Anatomia, funcién y disfunciéon del cerebelo

Anatémicamente, el cerebelo puede estudiarse segun su estructura externa o interna.
Externamente podemos dividirlo de dos formas diferentes, aunque complementarias:
segun un eje mediolateral o un eje anteroposterior. En el eje mediolateral encontramos
el vermis en posicidn central, y los hemisferios cerebelosos a ambos lados. Siguiendo
el eje anteroposterior encontramos 10 l6bulos (del | al X) separados por surcos poco
profundos denominados fisuras. Estos 10 I6bulos se agrupan a su vez en 3 Iébulos de
mayor tamafio: el I6bulo anterior (I6bulos 1-V), el I6bulo posterior (I6bulos VI-IX) y el
I6bulo floculonodular (X). Cada uno de estos 10 lobulos consta de una parte que
corresponde al vermis y otra que pertenece a los hemisferios cerebelosos (Larsell 1951).

En la estructura interna del cerebelo, distinguimos la sustancia gris (constituida por la
corteza y los nucleos cerebelosos) y la sustancia blanca. La corteza esta formada por 3
capas, que de mas externa a mas interna son: (1) la capa molecular: denominada asi
ya que esta formada principalmente por axones y dendritas y escasos somas celulares;
(2) la capa de células de Purkinje: constituida por los somas de las células de Purkinje
que se disponen formando una lamina monocelular; y (3) la capa granular: es la capa
mas profunda, limitando en su parte interna con la sustancia blanca. Esta formada

fundamentalmente por células granulosas (Llinas y Sotelo 1992).

Asimismo, existen principalmente 5 tipos de células en el cerebelo: (a) las células de
Purkinje: uno de los tipos celulares de mayor tamafio y con mayor consumo energético
del sistema nervioso central (McCormick et al. 2018), que representa ademas la Unica
célula eferente del cerebelo. Se localizan en la capa de células de Purkinje; (b) las
células granulosas: son las células mas numerosas del sistema nervioso central (su
namero es casi el mismo que el de todo el resto de tipos celulares del SNC combinados).
Se localizan en la capa granular. Emiten largos axones que se disponen en una
orientacion mediolateral en la capa molecular y conectan cada uno con 1000-2000
células de Purkinje (fibras paralelas). Son las Unicas neuronas excitatorias de la corteza
cerebelosa (Smolyaninov 1971); (c) las células de Golgi de tipo Il: se localizan en la
capa granular. Tienen una funcion inhibitoria sobre las células granulosas; (d) las células
en cesta y (e) las células estrelladas: ambas se encuentran en la capa molecular,
reciben estimulos excitatorios desde las fibras paralelas e inhiben a las células de

Purkinje (ver figura 4).
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Figura 4. Corte transversal semiesquemético de una circunvolucion cerebelosa de mamifero. A, zona
molecular; B, zona de los granos; C, zona de la substancia blanca; a, célula de Purkinje vista de plano; b,
células estrelladas pequefias de la zona molecular; d, arborizaciones finales descendentes que rodean las
células de Purkinje; e, células estrelladas superficiales; g, granos con sus cilindros-ejes ascendentes
bifurcados en i; h, fibras musgosas; j, célula neurdglica de penacho; n, fibras trepadoras; m, célula neuréglica
de la zona de los granos; f, células estrelladas grandes de la zona de los granos.

Santiago Ramén y Cajal, Academia de Ciencias Médicas de Catalufia, 1894.

Tomado de: S. Ramén y Cajal. Recuerdos de mi vida. Madrid, 1917. Disponible en: www.gutemberg.org.

Las otras estructuras formadas por sustancia gris, ademas de la corteza, son los nicleos
del cerebelo. Son cuatro a cada lado de la linea media, de medial a lateral: nucleo del
fastigio (o del techo), nucleo globoso, nucleo emboliforme y nldcleo dentado. Estan
compuestos por grandes neuronas multipolares con dendritas con ramificaciones
simples (Korneliussen 1969). El nucleo del fastigio recibe aferentes desde las células de
Purkinje situadas en el vermis. Los nucleos globoso y emboliforme se agrupan
funcionalmente en un Unico nadcleo, el nucleo interpuesto, el cual recibe aferentes desde
las células de Purkinje adyacentes al vermis. El nicleo dentado, el mas grande en
primates, recibe estimulos aferentes desde las células de Purkinje de los hemisferios
cerebelosos. Ademas de los estimulos aferentes inhibitorios de las células de Purkinje
de la corteza cerebelosa, los nucleos del cerebelo también reciben estimulos aferentes
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excitatorios de las fibras musgosas (desde médula espinal y tronco del encéfalo) y de
las fibras trepadoras (desde el nucleo olivar inferior en el bulbo raquideo) (Haines et al.
1982). A excepcion de algunos axones de las células de Purkinje de la corteza
cerebelosa que alanzan directamente los nucleos vestibulares del bulbo raquideo, todos
los restantes estimulos eferentes del cerebelo se transmiten a otras estructuras del SNC
a través desde los nucleos cerebelosos.

Por debajo de la corteza y rodeando a los nucleos cerebelosos, se ubica la sustancia
blanca. Esta se encuentra constituida por una zona central o cuerpo medular, una zona
periférica formada por las ramificaciones de sustancia blanca que parten del cuerpo
medular y se dirigen hacia las circunvoluciones (denominadas laminas blancas), y por
los pedlnculos cerebelosos, también compuestos por sustancia blanca. A nivel
microscopico en la sustancia blanca encontramos los axones de las fibras intrinsecas
(fiboras de interconexién entre neuronas del cerebelo) y extrinsecas (aferentes y
eferentes que recibe y emite el cerebelo), asi como por astrocitos y oligodendrocitos

(estos ultimos productores de mielina).

Finalmente, el cerebelo se conecta con el resto del neuroeje a través de tres estructuras
nerviosas, los pedunculos cerebelosos inferior, medio y superior. El pedunculo inferior
contiene fibras aferentes musgosas de la médula espinal y el bulbo raquideo, fibras
aferentes trepadoras desde el complejo olivar inferior del bulbo y fibras eferentes de los
tractos cerebelovestibular y cerebeloreticular. El pedunculo medio es el mas grande y
contiene fibras aferentes procedentes de la protuberancia. El pedinculo superior es
fundamentalmente una via eferente que conecta el cerebelo con el mesencéfalo a través
de las vias dento-rdbrica, dento-talamica, fastigio-vestibular y fastigio-reticular. Sin
embargo, también contiene fibras aferentes desde los tractos espino-cerebeloso, tecto-

cerebeloso, trigémino-cerebeloso y cerulo-cerebeloso (Armengol 1998).

Funcionalmente, el cerebelo se encarga del control y coordinacion de los movimientos
complejos de la musculatura esquelética, jugando también un papel importante en
algunos procesos cognitivos superiores como la atencion, la memoria y el lenguaje.
Estas funciones se reparten de forma genérica, entre 3 zonas anatémicas: (1) el
arquicerebelo, que coincide aproximadamente con el I6bulo floculonodular, y se encarga
del control de los movimientos reflejos de la cabeza asi como de los movimientos
oculares; (2) el paleocerebelo, integrado por el vermis y sus regiones adyacentes de los
hemisferios cerebelosos, y por los nicleos fastigio e interpuesto, el cual interviene en la

regulacion del movimiento y postura de los miembros; (3) el neocerebelo, conformado
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por los hemisferios laterales y el ndcleo dentado, que se ocupa de la planificacion de los
movimientos, asi como del aprendizaje motor. Cabe puntualizar a este respecto, que
en nifios, especialmente cuando la lesion se produce en edades tempranas, la
correlacion entra la localizacion de la lesion y la funcién o funciones alteradas puede ser

escasa.

Por otro lado, varias investigaciones han mostrado que el cerebelo también esta
involucrado en tareas no motrices. Estas incluyen: discriminacion sensitiva, atencion,
memoria de trabajo, asociacion semantica, aprendizaje y memoria verbal, y resolucién
de problemas complejos (Allen et al. 1997, Leiner et al. 1991, Middleton y Strick 1994).
La mayoria de estos procesos involucran a los hemisferios cerebelosos y al nacleo

dentado (neocerebelo).

Cuando lesién o malformacion cerebelosa afecta a las funciones fundamentales del
cerebelo, suele expresarse clinicamente en forma de 3 sintomas principales: hipotonia,

ataxia y/o manifestaciones cognitivas-afectivas.

La hipotonia se define como un descenso de la resistencia muscular pasiva al
estiramiento en reposo (Peredo y Hannibal 2009). Al menos en adultos, puede verse
tipicamente en lesiones cerebelosas hemisféricas acompafiada habitualmente de
hiporreflexia. Se cree que se debe a un descenso de la actividad de las neuronas
fusimotoras del huso neuromuscular, lo que da lugar a una disminucién de la contraccién
muscular en reposo (Gilman 1975).
Se denomina ataxia a un defecto en la fluidez de los movimientos voluntarios
(Mumenthaler y Mattle 2006), dando lugar a la afectacion “inconsciente” de las
decisiones que tomamos sobre el equilibrio, velocidad, fuerza y direccion de los
movimientos que hemos planificado (Forssberg y Nasher 1982, Ghez y Thach 2000).
En realidad, el término ataxia engloba mdltiples sintomas que describimos a
continuacion:

(1) Ataxia de la estatica: movimientos de oscilacion, titubeo o balanceo de la

cabeza o del tronco, especialmente en sedestacion.

(2) Ataxia de la marcha o abasia: incapacidad para caminar debido a la

interferencia de movimientos de tambaleo y dismetria.

(3) Ataxia de la coordinacion o asinergia: dificultad para la coordinacion de

diferentes musculos o zonas corporales que habitualmente actdan al unisono.
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(4) Ataxia de la medicién de distancias o dismetria: falta de precisién para medir
distancias o proporciones, lo que da lugar a fallar el objetivo al mover una
extermidad (ej. coger un objeto).
(5) Ataxia de los movimientos alternos o disdiadococinesia: manifestando
dificultad para ejecutar movimientos alternantes rdpidos como prono-supinacion
de las manos o enroscar una bombilla.
(6) Ataxia del habla o disartria cerebelosa: se expresa como un defecto en la
articulacion (“arrastre” de las palabras e imprecision en el rango, fuerza y tiempo
de la pronunciacion), fonacion (calidad vocal irregular), resonancia (voz nasal) y
prosodia (mismo énfasis en todas las silabas).
(7) Temblor intencional: temblor que se manifiesta cuando el paciente intenta
hacer un movimiento dirigido.
(8) Ataxia oculomotora: Se expresa fundamentalmente como nistagmus y
dismetria de las sacadas (cuando el paciente intenta mirar hacia un objeto, sus
ojos fallan el objetivo por exceso o defecto del movimiento).
En general, se considera que las lesiones del vermis tienen como consecuencia ataxia
de la estéatica, mientras que las lesiones hemisféricas dan lugar a ataxia de los miembros
(ataxia de la marcha, dismetria, temblor intencional, etc.). Sin embargo, como se ha

comentado antes esta relacién es mas dificil de encontrar en nifios.

También se han descrito manifestaciones no motoras de la enfermedad cerebelosa,
englobadas bajo el término “sindrome cognitivo-afectivo cerebeloso”. En este sindrome,
gue se ha encontrado en pacientes con lesion cerebelosa de diferente etiologia, pueden
apreciarse alteraciones en las funciones ejecutivas (planificacion, razonamiento
abstracto, fluencia verbal, memoria de trabajo y flexibilidad cognitiva), orientacion
espacial, cambios de personalidad (desde indiferencia afectiva hasta conductas
desinhibidas), y déficits del lenguaje mas alla de la propia disartria (aprosodia,
agramatismo y anomia). Con frecuencia se suman, enlentecimiento en la velocidad de
procesamiento de la informacion y problemas de memoria. Esta sintomatologia se cree
que estaria causada por una alteracion de los circuitos neuronales que unen la corteza
prefrontal, parietal posterior, temporal superior y circuitos limbicos, con el cerebelo
(Schmahmann y Sherman 1998, Schmanhmann 2019, Lindberg Bonne et al. 2016).

3.2. Ataxia de inicio precoz

El concepto de ataxia de inicio precoz (EOA o early onset ataxia) se utiliza para definir

aguellos cuadros clinicos con aparicién de ataxia cerebelosa antes de los 25 afos de
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edad (Harding 1983, Chio et al. 1993). Su prevalencia se ha estimado en 14,6 por cada
100.000 personas (Musselman et al. 2014). El término engloba a un gran nimero de
entidades clinicas distintas, que en general se expresan como ataxia crénica y que son
de etiologia congénita y/o genética (incluyendo errores congénitos del metabolismo)
(Brandsma et al. 2019).

En las EOA, la ataxia puede ser un sintoma principal o secundario (Lawerman et al.
2016, Delgado y Albright 2003), es decir, constituir la manifestacién primaria, o ir
asociada a otros sintomas neuroldgicos (en algunos casos a otros trastornos del
movimiento) o sistémicos. También dificulta su diagnostico, el hecho de que las EOA
puedan manifestarse con un curso clinico variable (de estable a rapidamente progresivo)
o0 que el trastorno del movimiento predominante pueda cambiar con el tiempo (van
Egmond et al. 2014). En nifos, otro factor que afiade complejidad diagndstica, es la
superposicion entre ataxia e inmadurez fisiolégica del sistema nervioso (Sival y Brunt
2009, Brandsma et al. 2014). Esto da lugar a que, por ejemplo, en un cuadro estatico
con ataxia de inicio precoz, si el paciente se encuentra en tratamiento (ej. fisioterapico)
y se observa una mejoria, sea dificil distinguir si se trata de un efecto de la mencionada
terapia o de su evolucién psicomotriz normal, pudiendo llevarnos a conclusiones

erréneas sobre la efectividad de cualquier intervencién terapéutica ensayada.
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4. Escalas para la valoracion de la ataxia cerebelosa en nifios

Durante los ultimos 30 afios se han ido desarrollando una serie de escalas clinicas
destinadas a la medicién de la severidad de la ataxia cerebelosa en pacientes aquejados
de mudltiples patologias. Su objetivo fundamental es el de constituir una herramienta lo
mas objetiva posible para determinar la evolucién de este sintoma, tanto en estudios de
historia natural de enfermedades, como especialmente en ensayos clinicos (Birk y Sival
2018).

Las escalas clinicas més utilizadas en trastornos cerebelosa son:

- Escala internacional cooperativa de medicion de la ataxia (ICARS, international
cooperative ataxia rating scale).

- Escala breve para la medicion de la ataxia (BARS, brief ataxia rating scale).

- Escala para la valoracion y medicién de la ataxia (SARA, scale for the assessment and
rating of ataxia).

- Escala para la medicion de la Ataxia de Friedrich (FARS, Friedrich ataxia rating scale).
- Escala de impresion clinica global para la ataxia telangiectasia (clinical global
impression scale for ataxia telangiectasia).

Estas dos ultimas, tienen quiza una utilidad més limitada al haber sido disefiadas para
evaluar la ataxia cerebelosa en entidades especificas, no estar validadas en otras
patologias, o considerar otros sintomas ademas de la ataxia (Subramony et al. 2005,
Nissenkorn et al. 2005).

Todas estas escalas satisfacen una serie de criterios, imprescindibles para cumplir los
objetivos para los que fueron disefiadas: (1) deben dar los mismos resultados cuando
son utilizadas por diferentes profesionales entrenados (validez interobservador); (2) se
deben obtener los mismos resultados cuando son utilizadas por el mismo observador
en dos momentos distintos (validez intraobservador); (3) los diferentes apartados de la
escala deben medir sintomas relacionados y mostrar puntuaciones similares
(consistencia interna); (4) deben medir lo que quieren medir (validez del constructo); (5)
no deben correlacionarse con otros signos-sintomas diferentes del que se pretende
medir (validez discriminatoria; por ej. una escala de ataxia no debe relacionar su
puntuacion con una escala de mioclonia en el mismo paciente). Ademas, es preferible
que la administracion de la escala no requiera mucho tiempo, ni excesivo entrenamiento
(Burk y Sival 2018).
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Figura 5. International Cooperative Ataxia Rating Scale (ICARS).

Adaptado de: Trouillas et al. 1997.

Como ocurre con el resto de las escalas mencionadas (excepto para las escalas FARS

y de impresion clinica global para la ataxia telangiectasia), ICARS se desarroll6 y validé

inicialmente en pacientes adultos (Trouillas et al. 1997). Comprende 19 items divididos

en cuatro areas: (1) postura y marcha; (2) funciones cinéticas; (3) trastornos del habla;

y (4) trastornos oculomotores (ver figura 5). Las puntuaciones van de 0 (ausencia de

ataxia) a 100 (ataxia con maxima severidad). Se requieren unos 25 minutos de media

para completarla (Schmitz-Hibsch et al. 2006a). Tiene la ventaja de ser la mas

completa, evaluando la mayoria de los signos relevantes de ataxia. Presenta los

inconvenientes de precisar mas tiempo para administrarla (un factor potencialmente

limitante para su uso en la practica clinica diaria), y de incluir los trastornos

oculomotores. Esto Ultimo puede ser un factor de confusion en aquellos trastornos

neurolégicos en los que existe afectacion oculomotora de causa no cerebelosa, lo cual

puede afectar a la validez discriminatoria de esta escala (Schmitz-Hubsch et al. 2006a).
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La escala BARS fue disefiada a partir de una extension del ICARS (MICARS o escala
ICARS modificada). MICARS constaba de 26 items (por los 19 de ICARS) y una
puntuacion méxima de 120 (por 100 en ICARS). Ante su complejidad, se decidio
simplificarla manteniendo Unicamente los 5 items que se correlacionaban mejor con la
puntuacion total del MICARS lo cual se comprobé mediante analisis estadistico,
creandose la escala BARS (Schmahmann et al. 2009). Consta por tanto de 5 items: (1)
marcha; (2) prueba talén-rodilla; (3) prueba dedo-nariz; (4) disartria; y (5) trastornos
oculomotores. La puntuacion oscila entre 0 y 30. Tiene la ventaja de que ser la mas
breve de las tres, precisando Unicamente 10 minutos para completarla. Presenta los
inconvenientes de no ser tan completa como ICARS y de, al igual que en ICARS, poder
ver afectada su validez discriminatoria al incluir la valoracion de la movilidad ocular
(Brandsma et al. 2017, Schmitz-Hubsch et al. 2006b).

SARA es una escala desarrollada en adultos en 2006 para intentar corregir algunos
problemas encontrados tras la administracion de ICARS en pacientes con ataxia
espinocerebelosa (Schmitz-Hiibsch et al. 2006b). Estos problemas de ICARS se
centraban en el largo tiempo de cumplimentacién de la escala y en el hallazgo, tras
analisis estadisticos, que ICARS presentaba ciertas limitaciones en su validez de
constructo para el mencionado grupo de pacientes (Schmitz-Hibsch et al. 2006a).
SARA consta de 8 items: (1) marcha; (2) bipedestacion; (3) sedestacion; (4) trastornos
del habla; (5) persecucion con el dedo; (6) prueba dedo nariz; (7) movimientos rapidos
alternos de la mano; (8) prueba talén-rodilla. La puntuacién total va desde 0 a un maximo
de 40 puntos para la ataxia mas severa. Requiere para completarla, una media de 15
minutos. Sus ventajas son el breve tiempo de administracion y la ausencia de problemas
de validez discriminatoria para sintomas oculomotores no cerebelosos, ya que excluye
la motilidad ocular (Birk y Sival 2018). Su principal inconveniente es precisamente que
no evalla los movimientos oculomotores, cuya afectaciébn puede ser una causa

importante de discapacidad en pacientes con ataxia cerebelosa.

Las escalas ICARS, BARS y SARA, han sido validadas tanto en nifios sanos de al
menos 4 afios (Sival y Brunt 2009, Brandsma et al. 2014, Lawerman et al. 2017a), como
en nifios con ataxia (Bransma et al. 2017, Lawerman et al. 2017b, Hartley et al. 2015)
mostrando una buena validez interobservador, intraobservador, y de constructo, pero
evidenciando insuficiente validez discriminatoria entre la ataxia y otros signos
neurolégicos concomitantes como distonia, mioclonias, corea, y debilidad muscular

(Brandsma et al. 2017). Las escalas FARS y de impresion clinica global para la ataxia
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telangiectasia se han desarrollado respectivamente en nifios y adultos con ataxia de
Friedrich, y nifios con ataxia telanciectasia (Subramony et al. 2005, Nissenkorn et al.
2005), pero no han sido validadas en nifios sanos.

Conocer los valores de referencia para cada edad de estas escalas es fundamental
debido a que solo por efecto del desarrollo psicomotor, la ataxia puede mejorar o
estabilizarse, lo cual puede conllevar un efecto de “falsa mejoria” en ensayos clinicos
dirigidos a valorar el efecto de un tratamiento sobre este sintoma (Sival et al. 2011,
Brandsma et al. 2014). En este sentido, se ha observado que en nifios mayores de 11
afios las mencionadas escalas presentan unos resultados superponibles a los de los
adultos, con unas puntuaciones en individuos sanos de entre 0 y 2 puntos (Bransma et
al. 2017). En cambio, en nifios de entre 8 y 11 afios, los resultados deben corregirse
segun los valores normativos para su edad, mientras que en nifios de entre 4 y 8 afios,
aungue también pueden utilizarse, son menos fiables al ser mayor su margen de error
(Birk y Sival 2018). En niflos menores de 4 afios no existen por el momento escalas
disponibles, ya que a estas edades los signos de ataxia cerebelosa son con frecuencia
escasos e inespecificos (gj: la hipotonia y la hipoactividad presentes en lactantes con
lesion cerebelosa se observan también en muchas otras lesiones del SNC o periférico)
(Steinlin et al. 1998).

En resumen, ICARS, BARS y SARA son escalas adecuadas para valorar la ataxia
cerebelosa en nifios de al menos 4 afios. Sin embargo, debido a sus particularidades
individuales, la eleccion de una sobre otra dependera de las caracteristicas especificas

del grupo de pacientes a estudio.
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5. Métodos neurorradiol6gicos para la estimacion de las dimensiones del
cerebelo

La intrincada estructura anatomica del cerebelo, caracterizada por la irregularidad de su
superficie externa, con abundantes circunvoluciones (folia cerebelli), surcos y fisuras,
junto con su localizacion en la fosa posterior, hacen que la valoracion de sus
dimensiones y volumen suponga un reto para las técnicas de neuroimagen (Mormina et
al. 2017). Dos tipos de métodos radioldégicos han sido utilizados para aproximar su
tamafio, los métodos bidimensionales o lineales y los métodos tridimensionales o

volumétricos. A continuacién, se exponen las principales caracteristicas de ambos.

5.1. Métodos bidimensionales (2-D)

Las técnicas radioldgicas bidimensionales o lineales consisten en el uso de diametros,
longitudes, o areas, para la estimacion de las dimensiones de una determinada
estructura anatomica. Debido a que en la fosa posterior se localizan algunas de las
principales malformaciones encefélicas (Rutherford 2009) y a la importancia general de
la ecografia fetal y neonatal para evaluar el adecuado desarrollo del SNC, la mayoria de
las técnicas bidimensionales de medicion cerebelosa fueron originalmente desarrolladas
para ser utilizadas en ecografia fetal (Pilu y Nicolaides 1999) y neonatal (Birnholz 1982).
En esta etapa resulta crucial detectar precozmente dichas malformaciones con el
objetivo de tomar decisiones diagndsticas (ej. amniocentesis) o incluso la interrupcion
de la gestacion. Posteriormente, con la llegada de la resonancia magnética nuclear
(RMN), los métodos bidimensionales se han seguido utilizando a partir de imagenes de
RMN encefalica, tanto en las etapas fetal y neonatal, como en nifios de todas las edades
(Garel 2005, Leijser et al. 2007, Jandeaux et al. 2019).

La principal ventaja de las técnicas lineales es su sencillez, pudiendo realizarse tanto a
partir de imagenes de ecografia como de resonancia magnética (Zhao et al. 2013,
Jandeaux et al. 2019), de forma rapida y con un minimo entrenamiento (especialmente
en el caso de la RMN), lo que posibilita incluso el completarlas en el momento de la
consulta clinica. Su inconveniente es su relativa falta de precision a la hora estimar el
volumen de una estructura no esférica, muy irregular, y con morfologia que varia entre
individuos sanos y también segun la enfermedad de los pacientes (hipoplasia, atrofia,
desmielinizacion, etc.). En todo caso, la correlacion entre algunas de estas medidas y el

volumen cerebeloso parece ser buena (Vatansever et al. 2013).
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Las medidas bidimensionales de biometria cerebelosa mas utilizadas tanto en
investigacion como en la practica clinica, son las siguientes (ver figura 6):

¢ Altura del vermis: Se define como la longitud maxima superoinferior del vermis, medida

en el plano medio-sagital (Vatansever et al. 2013). Se puede determinar tanto en
ecografia como en RMN (Huang y Liu 1993, Garel 2005, Leijser et al. 2007, Imamoglu
et al. 2013).

e Didmetro anteroposterior del vermis o anchura del vermis: Definido como la distancia

maxima entre el fastigium y la parte posterior del vermis, medido en el plano medio-
sagital (Vatansever et al. 2013). Se puede determinar tanto en ecografia como en RMN
(Huang y Liu 1993, Garel 2005, Leijser et al. 2007, Imamoglu et al. 2013).

e Didmetro transverso del cerebelo o anchura hemisférica maxima cerebelosa: Definido

como la mayor anchura del cerebelo en el plano coronal posterior al nivel del atrio (Garel
2005). Puede realizarse en ecografia fetal, en ecografia neonatal a través de la fontanela
mastoidea o0 en RMN (Leijser et al. 2007, Garel 2005).

e Diametro transcerebeloso: Se define como la maxima distancia lateral cerebelosa,

medida en el plano transverso (Vatansever et al. 2013). Es muy similar al didmetro
transverso del cerebelo, pero calculado en el plano transverso en lugar de en el plano
coronal. Se puede determinar en RMN (Pier et al. 2016).

e Area o superficie del vermis: Se define como el area delimitada por una linea que

rodea el perimetro del vermis en el plano medio-sagital (Garel 2005, Vatansever et al.

2013). Habitualmente, se dibuja de forma manual a partir de una imagen de RMN.

En la actualidad, estan disponibles valores normativos segun la edad (semanas de
gestacion, recién nacidos a término y prematuros, nifios hasta 15 afios) para la mayoria
de estas mediciones en: ecografia fetal (Pilu y Nicolaides 1999, Malinger et al. 2001),
RMN fetal (Garel 2004), ecografia neonatal (Imamoglu et al. 2013) y RMN en nifios
(Jandeaux et al. 2019).

Por otro lado, algunas de estas medidas u otros métodos lineales similares, se han
utilizado en patologia cerebelosa tanto en nifios como en adultos. En nifios, se han
implementado en la evaluacion pre y postoperatoria de meduloblastomas (Szathmari et
al. 2010), en el sindrome de Costello (Calandrelli et al. 2015), o la acondroplasia
(Calandrelli et al. 2017). En adultos, se han aplicado en la malformacion de Chiari-I
(Urbizu et al. 2013), la degeneracion espinocerebelosa y la atrofia multisistémica (Hara

et al. 2016), entre otras.
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Figura 6. A) Ecografia neonatal, plano medio-sagital; B) RMN cerebral neonatal, plano mmedio-sagital; C)
Ecografia neonatal, plano coronal; D) RMN cerebral neonatal, plano coronal; E) RMN fetal, plano transversal;
F) RMN fetal, plano medio-sagital.

(1) Altura del vermis; (2) Didametro anteroposterior del vermis; (3) Diametro transverso del cerebelo; (4)
Diametro transcerebeloso; (5) Area del vermis.

Imagenes adaptadas de Garel 2005, Leijser et al. 2007, y Vatansever et al. 2013.
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5.2. Volumetria cerebelosa

El aumento de la potencia de los campos magnéticos empleados en RMN, junto con el
desarrollo de la bioinformatica han hecho posible estimar el volumen de diferentes
estructuras encefélicas a partir de imagenes en dos dimensiones, inicialmente mediante
métodos manuales muy laboriosos, pero posteriormente por técnicas computarizadas

cada vez mas rapidas (Mormina et al. 2017).

A continuacion, se exponen a grandes rasgos las diferentes técnicas disponibles para
la obtencion de imagenes volumétricas del SNC (figura 7):
- TECNICAS MANUALES: Consisten en la delimitacion de diferentes puntos de

referencia en las imagenes de RMN a partir de posiciones anatdmicas conocidas (ej:

puntos en la superficie del cerebelo, en los limites de sustancia gris y sustancia blanca,
en los limites de las folias, etc.). Estos puntos son marcados por un operador humano
en los 3 planos del espacio (axial, coronal y sagital), para formar regiones
tridimensionales. Después un programa informatico especifico determina el volumen de
los voxeles (o pixeles tridimensionales) obteniéndose asi el volumen total de la region
seleccionada (Loeber et al. 2001, Pierson et al. 2002, Ranta et al. 2009). Se denominan
técnicas “manuales” ya que la seleccion de las areas anatdmicas (circunvoluciones,
I6bulos, cortex, sustancia blanca, nucleos profundos, etc.) se realiza de forma manual
por un técnico entrenado. Estos métodos contintian siendo los mas precisos, por lo adn
hoy se consideran el gold stardard (Mormina et al. 2017). Sin embargo, requieren
entrenamiento previo, conocimientos profundos de anatomia, y son técnicas minuciosas
gue consumen mucho tiempo (Ranta et al. 2009).

- TECNICAS COMPUTARIZADAS: Se caracterizan porque las posiciones anatémicas

que delimitan un determinado volumen (ej: determinacion de los limites del cortex
cerebeloso) son establecidas, total o parcialmente, por programas informaticos
disefiados para tal fin (Diedrichsen 2006, Price et al. 2014). Cuando estos volimenes
son totalmente decididos por el programa, sin intervencion humana, se denominan
técnicas automatizadas. En cambio, cuando se requiere un técnico que corrija y
complete los volumenes delimitados por el programa, se denominan técnicas semi-
automatizadas (Weier et al. 2012). La principal ventaja de las técnicas computarizadas
es que los calculos volumétricos se realizan en mucho menor tiempo. Existen diversas
herramientas informéticas desarrolladas para este fin, como Icobrain (Smeets et al.
2016), Neuroquant (Brewer 2009), o FreeSurfer (Fischl et al. 2002), y otras
especificamente disefiadas para estudios volumétricos del cerebelo como SUIT

(spatially unbiased atlas template of the cerebellum and brainstem), CATK (cerebellar
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analysis toolkit), 0 ECCET (Mormina et al. 2017). Algunas de estas, han sido mejoradas

mediante métodos de aprendizaje automético o machine learning (Wang et al. 2016).

Las herramientas mencionadas han sido desarrolladas fundamentalmente a partir de
imagenes de RMN cerebral de pacientes adultos. Por ello, el andlisis de imagenes
pediatricas debe resolver 2 problemas fundamentales: a) los artefactos de movimiento
gue suelen presentar las imagenes pediatricas, y b) las diferencias anatomicas y de
crecimiento entre el cerebro del nifio y del adulto. Esto ultimo constituye la principal
dificultad a solventar, ya que el cerebro infantil, a diferencia del adulto, sigue patrones
de crecimiento especificos y no-lineales para diversas areas cerebrales (Muzik et al.
2000, Yoon et al. 2009). Para superar estos problemas, se han desarrollado otros
instrumentos informéticos como Childmetrix (Phan et al. 2018) que permite realizar

volumetria cerebral computarizada en nifios, con mayor fiabilidad.

Figura 7. Primera y segunda fila: Ejemplo de volumetria cerebral utilizando un método manual, el
método de Cavalieri; Segunda y tercera fila: Ejemplos de volumetria cerebral computarizada,
mediante un método semi-automatizado, FreeSurfer.

Tomado de: Mayer et al. 2016.
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Como ocurre con las medidas bidimensionales, actualmente disponemos de valores
normativos en individuos sanos para el volumen del cerebelo a diferentes edades, tanto
en adultos (Luft et al. 1999, Bernard et al. 2015), como en nifios (Tiemeier et al. 2010,
Brain Development Cooperative Group 2012).

En nifios con patologia, se ha utilizado la volumetria para cuantificar la afectacién
estructural del cerebelo, en el trastorno del espectro autista (Lange et al. 2015), la
distrofia neuroaxonal infantil (Mascalchi et al. 2017), las gangliosisdosis GM1 y GM2
(Nestrasil et al. 2018) y la enfermedad de Lafora (Villanueva et al. 2006), entre otras.
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6. Déficit de fosfomanomutasa (PMM2-CDG)

6.1. Introduccion

El déficit de fosfomanomutasa (PMM2-CDG) fue descrito por primera vez por el pediatra
belga Jaak Jaeken en 1980 (Jaeken et al. 1980). Sin embargo, transcurrieron 15 afios
hasta que se descubri6 el defecto enzimético causante, una alteracion de la
fosfomanomutasa (PMM), y dos afios mas hasta que el gen codificante para esta
enzima, (gen PMM2) fue clonado por primera vez (Matthijs et al. 1997). Durante una
primera etapa, esta entidad se denominé “sindrome de glicoproteinas deficientes en
carbohidratos”, mas tarde CDG-la (debido a su patron de isoformas de la transferrina de
tipo 1), y finalmente a partir de 2009, segln su nomenclatura genética, PMM2-CDG
(Jaeken et al. 2009).

La PMM2-CDG es un trastorno genético de herencia autosémica recesiva debido a
mutaciones en homocigosis 0 heterocigosis compuesta (en algin caso también por
microdelecciones) (Schollen et al. 2007) ocurridas en el gen PMM2, localizado en el
cromosoma 16p13. El gen PMM2 codifica la enzima PMM, que se encarga de catalizar
el segundo paso de la via de la manosa, en concreto la conversion de manosa-6-fosfato
a manosa-1-fosfato, la cual es una molécula precursora de guanosin difosfato-manosa
(GDP-manosa) y dolicol-P-manosa (Dol-P-Man). Estos dos compuestos son los
principales dadores de manosa en el RE y son esenciales para la sintesis del
oligosacarido dolicol-pirofosfato (Pérez-Cerda et al. 2015). El déficit de GDP-manosa y
Dol-P-Man da lugar a escasez del mencionado oligosacérido, lo que a su vez provoca
un defecto en la N-glicosilacion de mdltiples proteinas, incluidas glucoproteinas séricas
(enzimas lisosomales y proteinas de transporte), y proteinas de membrana (figura 8).
Las alteraciones en estas glucoproteinas producen una patologia multisistémica en la
que predomina la afectacion neuroldgica. A pesar de los mecanismos descritos, no se
conoce por completo la fisiopatologia de la PMM2-CDG. La variabilidad clinica existente
entre pacientes con el mismo genotipo e incluso entre gemelos monocigoticos
afectados, indica que probablemente existen otros factores genéticos y ambientales
implicados en el espectro fenotipico de la enfermedad (Drouin-Garraud et al. 2001,
Kjaergaard et al. 2001, Barone et al. 2008).

Existen mas de 900 pacientes en el mundo con diagnéstico de PMM2-CDG confirmado
por estudio enzimético o genético. La incidencia estimada de la enfermedad a partir de

estudios de portadores sanos, es de 1/20.000 (Schollen et al. 2000). En un estudio sobre
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frecuencia de defectos congénitos de la glicosilacibn en Europa, la PMM2-CDG

constituyo el 62% de todos los pacientes diagnosticados de CDG (Péanne et al. 2018).
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Figura 8. Mecanismo molecular en la PMM2-CDG: El déficit enzimético de la fosfomanomutasa 2 (PMM2, en rojo),
produce un déficit de 1-P Manosa y de GDP el cual produce: a) un defecto en la formacién de Dol-P Manosa y b)
defectos en la sintesis de las fases iniciales del precursor oligosacarido dolicol-pirofosfato el cuél constituye la base
de la porcién glucidica de mdltiples glucoproteinas.

6.2. Espectro clinico

a) FENOTIPOS:
La PMM2-CDG puede presentarse en 2 formas clinicas mas o menos diferenciadas (de
Lonlay et al. 2001, Marquardt y Denecke 2003, Pérez-Duefias et al. 2009):

- Fenotipo clasico o multisistémico: En ocasiones llamada también forma

neurol6gica-multivisceral. Se caracteriza por un debut mas precoz, normalmente en
la etapa neonatal o primeros meses de vida. Su curso es por lo general mas grave,
al menos al inicio, viéndose afectados practicamente todos los érganos. Suele haber
fallo de medro, dificultades para la ingesta, vomitos, afectacion hepatica y renal, y
rasgos dismorficos (faciales, almohadillas de grasa sobre las nalgas o fat pads,
mamilas invertidas). Algunos lactantes presentan hipoalbuminemia, derrame
pericardico, sindrome nefrético, anasarca y distrés respiratorio, evolucionando hacia
una “fase catastréfica” que tiene como consecuencia el fallecimiento. La mortalidad
de esta forma multisistémica en el primer afio de vida es del 20%. En su forma mas

extrema, da lugar a muerte fetal por hidrops no-inmune (van de Kamp et al. 2007).
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- Eenotipo neuroldgico: Se expresa con sintomatologia fundamentalmente

neurolégica, siendo la ataxia cerebelosa el sintoma principal. Los sintomas digestivos
(vémitos, rechazo de la ingesta, fallo de medro) estan ausentes. Otros hallazgos
neurolégicos son: hipotonia, hiporreflexia, estrabismo, desviacion tonica paroxistica
de la mirada, retraso psicomotor/ discapacidad intelectual, retinitis pigmentosa, y
neuropatia periférica. Puede haber también afectacion extra-neurolégica, méas leve
que en la forma clésica. Estos sintomas sistémicos suelen hacerse patentes a lo largo
de la evolucion. Entre ellos encontramos: talla baja, hipogonadismo
hipogonadotrépico, rasgos dismorficos, alteraciones en la coagulacion,
cifoescoliosis, osteopenia. En general es una forma de menor gravedad, pudiendo
encontrar incluso, en el extremo mas leve de su espectro, a adultos con escasos

sintomas (Coman et al. 2007) o incluso asintomaticos (Vuillaumier-Barrot et al. 2011).

La tabla 7 resume los principales signos y sintomas en la PMM2-CDG.

b) SINTOMAS NEUROLOGICOS:

Como ocurre en otros trastornos congénitos del metabolismo, aun tratdndose de una
patologia multisistémica, el sistema nervioso es el 6rgano mas afectado en la PMM2-
CDG. Su sintoma principal es la ataxia secundaria a una atrofia del cerebelo. Esta
afectacion cerebelosa se suele manifestar, ya desde los primeros meses de vida, con
hipotonia, pobre control de la musculatura extraocular (que ocasiona estrabismo
intermitente bilateral), y desviacion ténica de la mirada hacia arriba (Pérez-Duefias et al.
2009, Drouin-Garraud et al. 2001, Melberg et al. 2011). Durante los primeros 2-3 afios
aparece mas claramente una ataxia cerebelosa con disartria, dismetria y ataxia de la

marcha, de forma que sélo una minoria consigue caminar sin ayuda (Barone et al. 2014).

Suele haber asociados a la ataxia, un retraso psicomotor y discapacidad intelectual, de
grado entre leve y profundo, aunque en algunos casos el cociente intelectual es normal
(Barone et al. 2007, Casado et al. 2012, Barone et al. 2015). También se observa en
ocasiones, una neuropatia periférica, habitualmente diagnosticada a partir de los 10
afios de edad (Monin et al. 2014). Aunque so6lo existen registros de velocidades de
conduccién para una minoria de casos, en la mayor parte de pacientes se aprecia
ausencia de reflejos osteotendinosos e hipotrofia muscular en extremidades. Las crisis
epilépticas no son excesivamente frecuentes y suelen responder bien a los farmacos
antiepilépticos (Barone et al. 2015, Schiff et al. 2017). Ademés de la ataxia, se han
descrito otros trastornos del movimiento como discinesias de manos y distonia cervical
(Rossi et al. 2017, Mostile et al. 2019).
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Tabla 7. Principales signos y sintomas de PMM2-CDG.

ORGANO/ SISTEMA

PRINCIPALES SIGNOS/ SINTOMAS

Sistema Nervioso

- Hipotonia.

- Ataxia cerebelosa: dismetria, disartria, ataxia de la
marcha, nistagmus.

- Retraso psicomotor/ discapacidad intelectual.

- Movimientos oculares descoordinados, desviacion ténica
de la mirada hacia arriba.

- Episodios stroke-like, epilepsia, neuropatia periférica.

- Atrofia cerebelosa en neuroimagen.

Aparato Digestivo

- Vémitos, diarrea, dificultades alimentacién, fallo de medro
severo.

Sistema Endocrino

- Talla baja, hipotiroidismo, hipogonadismo
hipergonadotropo, hipoglucemia.

Sistema Hematolégico

- Tendencia a trombosis y hemorragias.

Sistema Cardiovascular

- Derrame pericardico/ pericarditis, taponamiento cardiaco,
miocardiopatia hipertrofica, hipertension arterial,
hipertension pulmonar, isquemia miocardica.

Aparato Renal

- Rifion poliquistico, nefromegalia, hidronefrosis,
proteinuria.

Sistemainmunolégico

- Infecciones frecuentes, sepsis.

Sistema visual

- Estrabismo, retinopatia pigmentaria, miopia, hipoplasia
macular.

Aparato Locomotor

- Cifoescoliosis, osteopenia/osteoporosis, pectus carinatum
0 excavatum, pie equinovaro, pie valgo, pie plano.

Rasgos dismoérficos/
Malformativos

- Facies con fisuras palpebrales “almendradas”, pabellones
auriculares grandes, filtrum largo.

- Mamilas invertidas.

- Lipodistrofia, con acumulo de grasa superolaterales a
crestas iliacas.

Hallazgos de Laboratorio

- IGF-1 baja, aumento de TSH y descenso de FT4, TBG
baja, hipoglucemia, insulina elevada, FSH elevada.

- Descenso de factores Il, V, VII, IX 'y X, descenso de
antitrombina, descenso de proteinas C y S, aumento del
tiempo de protrombina, aumento del dimero-D,
trombocitopenia.

- Proteinuria, aminoaciduria.

- Linfopenia, neutropenia, leucocitosis,
hipogammaglobulinemia, defecto quimiotaxis de neutrdfilos,
fallo vacunal.

- Descenso de colesterol total, LDL-colesterol y
apoliproteina B, hipotrigliceridemia.
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Otra complicacién neuroldgica que puede presentarse son episodios stroke-like. Se trata
de cuadros transitorios durante los cuales los afectados manifiestan alguno de los
siguientes sintomas: estupor, somnolencia, irritabilidad, hemiparesia, crisis epilépticas,
afasia, ceguera cortical, etc. Suelen persistir durante horas o dias, pero son
generalmente reversibles. Con frecuencia no hay desencadenante claro, aunque en
algunos aparecen en contexto de cuadros febriles o traumatismos craneales leves.
Puede haber cambios electroencefalograficos o alteraciones en la RMN cerebral
(edema hemisférico, lesiones focales) (Izquierdo-Serra et al. 2018).

c) SINTOMAS EN OTROS ORGANOS Y SISTEMAS:
Debido a que las glucoproteinas son estructuras ubicuas en el organismo,
practicamente todos los 6rganos pueden verse afectados en la PMM2-CDG, aunque en

general esta disfuncion es mas extensa en el fenotipo clasico.

A continuacion, se describen los principales sintomas extra-neurolégicos de la

enfermedad:

- Sintomas gastrointestinales: Posiblemente constituyen la afectacion extra-neurolégica

mas frecuente. Se presentan en forma de vomitos, diarrea y especialmente fallo de
medro asociado a dificultades para la alimentacion por probable disfuncién deglutoria
de origen neuroldgico (Boyer et al. 2003, Shanti et al. 2009, Schiff et al. 2017). Con
frecuencia, los pacientes precisan alimentacién a través de sonda nasogastrica o
mediante gastrostomia. Por otro lado, es también frecuente la lesion hepatica, en los
casos mas leves Unicamente con elevacion de transaminasas, en los casos moderados
con esteatosis y en las formas mas graves como fallo hepético con fibrosis periportal y

colestasis (Kristiansson et al. 1998, Marques da Silva et al. 2017).

- Alteraciones endocrinolégicas: Otro de los sistemas mas frecuentemente afectado en

la forma multisistémica. Los sintomas mas prominentes son: talla baja, hipotiroidismo,
hipogonadismo hipergonadotrépico e hipoglucemia. La talla baja se ha relacionado con
déficit de IGF-1 e IGPBP3, proteinas que se transportan en sangre en forma de
complejos glucoproteicos (Kjaergaard et al. 2002, Miller et al. 2009). EIl hipotiroidismo
suele ser subclinico, aunque si la tiroxina libre (FT4) desciende puede ser necesario
iniciar tratamiento con levotiroxina. El hipogonadismo hipergonadotropico afecta sobre
todo a mujeres ocasionando pubertad ausente o retrasada y amenorrea (de Zegher y

Jaeken 1995). Algunos lactantes pueden presentar crisis de hipoglucemia con letargia
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o crisis epilépticas, desencadenadas en ocasiones por hiperinsulinemia (Bbhles et al.
2001).

- Sintomas hematolégicos: En la PMM2-CDG hay un descenso tanto de factores

procoagulantes como anticoagulantes. Entre los factores procoagulantes descendidos
encontramos los factores de la coagulacion 11, V, VII, IX y X. Entre los anticoagulantes
suelen estar bajos la antitrombina, y las proteinas C y S. En general, existe un
desequilibrio de la hemostasia lo que puede inducir tanto fendbmenos hemorragicos
como trombéticos (Van Geet et al. 2001). Por ello, los afectados requieren un manejo
especifico, especialmente durante las intervenciones quirtrgicas (para evitar sangrados
excesivos) y en la convalecencia postoperatoria (para evitar trombosis) (Meaudre et al.
2005).

- Afectacién cardiovascular: Cuando se presenta suele hacerlo durante los primeros

meses de vida en el contexto del fenotipo multisistémico en forma de derrame
pericardico/pericarditis, miocardiopatia hipertréfica, hipertension arterial, hipertension
pulmonar, o isquemia miocéardica (Kusa et al. 2003, Rudaks et al. 2012). En ocasiones,
el derrame pericardico evoluciona hacia taponamiento y fallo cardiaco, y constituye una

de las principales causas de mortalidad (Schiff et al. 2017).

- Afectacién renal: En la forma multisistémica suele haber algun grado de lesion renal,

gue se puede manifestar como tubulopatia con proteinuria, rifién poliquistico,

nefromegalia o hidronefrosis (Altassan et al. 2018).

- Alteraciones inmunoldgicas e infecciones: Entre las alteraciones inmunoldgicas

encontramos defectos cuantitativos como linfopenia, neutropenia, leucocitosis,
hipogammaglobulinemia; y también defectos funcionales (Garcia-Lépez et al. 2016)
como alteracién de la quimiotaxis de los neutréfilos, descenso de CD16 en neutréfilos y
déficit de CD14 en monocitos. Estos trastornos ocasionan infecciones frecuentes

algunas de las cuales pueden ser graves (Blank et al. 2006).

- Afectacién oftalmolégica: Los hallazgos més habituales son el estrabismo y la

retinopatia pigmentaria. El primero suele aparecer durante los primeros meses de vida,
mientras que el segundo parece desarrollarse con el tiempo, siendo detectado en la
adolescencia y edad adulta (Giurgea et al. 2005, Pérez-Duefias et al. 2009). Otros
sintomas neurooftalmoldgicos son: nistagmus, apraxia oculomotora, miopia, retinopatia

no pigmentaria, ceguera nocturna, o hipoplasia macular (Morava et al. 2009).
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- Afectacion esquelética: La afectacion esquelética no es infrecuente, especialmente en

pacientes adultos. Se debe en gran parte a la escasa movilidad secundaria a la ataxia.
Se manifiesta especialmente como cifoescoliosis y osteopenia/ osteoporosis de
probable causa multifactorial. También puede haber pectus carinatum o excavatum, pie
equinovaro, pie valgo o pie plano (Coman et al. 2008, Monin et al. 2014, Barone et al.
2015).

- Alteraciones lipidicas: Muchos pacientes presentan hipocolesterolemia, especialmente

descenso de colesterol total, LDL-colesterol y apolipoproteina B. En algunos casos
puede haber también hipotrigliceridemia (Briones et al. 2002, van den Boogert et al.
2017).

- Rasgos dismoérficos/ malformativos: Son frecuentes en la PMM2-CDG, tanto en el

fenotipo clasico como en el neuroldgico. Los hallazgos mas frecuentes son mamilas
invertidas, lipodistrofia (especialmente acamulo de grasa sobre las nalgas), pabellones
auriculares grandes, labios finos, dedos de manos y pies finos y largos, fisuras
palpebrales almendradas y criptorquidia (esta Ultima en varones neonatos y lactantes)

(Kjaergaard et al. 2001, Martinez-Montseny et al. 2018).

6.3. Hallazgos radioldgicos

Las alteraciones morfolégicas que produce la PMM2-CDG a nivel del SNC son
apreciables a nivel radiol6gico, fundamentalmente mediante tomografia computarizada
(TAC) craneal y especialmente en imagenes de RMN encefalica. El principal hallazgo y
el causante de gran parte de los sintomas neurolégicos, es la atrofia cerebelosa (AC)
(ver figura 9). Ya desde los primeros pacientes descritos se hizo patente la presencia
de una marcada AC (Jaeken et al. 1980), caracterizada por una reduccion del tamafio
del cerebelo, con aumento del espacio entre las folias cerebelosas (Feraco et al. 2012).
Esta afectacion es global, pero incide especialmente a nivel del I6bulo anterior del vermis
(Akaboshi et al. 1995). En algunos casos es posible observar también hiperintensidades
corticales cerebelosas en la RMN, asociadas con leve hiperintensidad de la sustancia
blanca subcortical (“cerebelo brillante”) en las secuencias FLAIR (fluid-attenuated

inversion-recovery) y T2.
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Sila AC es severa, ocasionalmente se aprecia un aumento del cuarto ventriculo el cual
comunica con un quiste en la fosa posterior (Fiumara et al. 1996). Esto se considera una
variante de la malformacion de Dandy-Walker, pero no un Dandy-Walker verdadero, el
cual se caracteriza por hipoplasia del vermis (en lugar de atrofia) e hidrocefalia
(Barkovich et al. 2007). Otros diagnésticos diferenciales en los que coexisten una AC e
hiperintensidades cerebelosas corticales son la distrofia neuroaxonal infantil, el
sindrome de Mainesco-Sjogren, y diversas enfermedades mitocondriales (Poretti et al.
2008, Feraco et al. 2012).

WAV 7SWL: 53

Figura 9. RMN cerebral, plano medio-sagital, nifia de 13 meses
con PMM2-CDG de nuestra cohorte: Se observa una reduccion
del tamafio del vermis cerebeloso con aumento de los espacios
interfoliares, compatible con atrofia del cerebelo.

Eventualmente, en algunos pacientes puede haber atrofia olivopontocerebelosa
(Horslen et al. 1991, Pavone et al. 1996), pero en menor frecuencia de la que se creia
inicialmente. Otros hallazgos menos comunes son: atrofia cortical cerebral,
ventriculomegalia, hiperintensidades en sustancia blanca cerebral, y retraso de la
mielinizacion (Miossec-Chauvet et al. 2003, Feraco et al. 2012, Schiff et al. 2017).

En la resonancia magnética cerebral espectroscopica del cerebelo pueden verse una
disminucion marcada del pico de N-acetilacetato, reduccion leve de colina y aumento de
inositol (Holzbach et al. 1995, Feraco et al. 2012).

No esta claro por qué existe una afectacion preferente del cerebelo en esta entidad. Los
trastornos de la N-glicosilacion de proteinas se asocian a alteraciones del plegamiento

proteico, por lo que se cree que el exceso de proteinas defectuosas activaria una
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respuesta metabdlica compensatoria y pondria en situacion de sobrecarga al reticulo
endoplasmético. Se ha postulado que las células granulosas del cerebelo y sobre todo
las células de Purkinje, son especialmente sensibles al estrés del reticulo
endoplasmético, por lo que una situacién de sobrecarga de esta organela les produciria
una lesion mantenida y finalmente la muerte celular (Lecca et al. 1995, Sun et al. 2013).
Esta hipotesis se veria corroborada por los estudios anatomopatolégicos realizados en
pacientes, los cuales muestran perdida de células de Purkinje y células granulares, asi
como pérdida de sustancia blancay gliosis. Asi mismo, las células de Purkinje presentan
un arbol dendritico infradesarrollado con arborizaciones aberrantes (Stramme et al.
1991, Aronica et al. 2005).

6.4. Diagnostico

No existen unos criterios de diagnéstico clinico establecidos para la PMM2-CDG. En
general, el diagnéstico de sospecha debe hacerse en todos aquellos pacientes que
presenten ataxia cerebelosa, atrofia del cerebelo en pruebas de neuroimagen, rechazo
de la ingesta y fallo de medro severo en primeros meses de vida, o rasgos dismorficos
caracteristicos. Sin embargo, algunas formas paucisintomaticas pueden omitir estos

sintomas (Vuillaumier-Barrot et al. 2015, de la Morena-Barrio et al. 2012).

Contamos con 2 tipos de pruebas diagnésticas, pruebas de cribado y pruebas de

confirmacion. A continuacion, se exponen las caracteristicas de ambas:

a) PRUEBAS DE CRIBADO:

- Anadlisis de la transferrina (Tf): Es la prueba de cribado inicial ante un paciente con

sospecha clinica de PMM2-CDG. La Tf es una glucoproteina encargada de transportar
hierro en la sangre, donde se encuentra en gran concentraciéon. Habitualmente presenta
4 cadenas de glucanos unidas a su porcién proteica, cada una de ellas terminada en
una molécula de &cido sidlico. Sin embargo, en individuos sanos podemos hallarla en 5
isoformas principales: asialo-Tf o sin ningun residuo de &cido sialico unido a la proteina,
monosialo-Tf o con 1 residuo de &cido sidlico, disialo-Tf o con 2 residuos, trisialo-Tf o
con 3 residuos y tetrasialo-Tf o con 4 residuos (MacGillivray et al. 1983). Puede
considerarse que la ausencia de uno de estos residuos equivale a la pérdida total o
parcial de la cadena de glucanos a la que estd unido. Como se ha comentado, en la

mayoria personas la isoforma mayoritaria es la tetrasialo-Tf, encontrdndose las otras 4
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en cantidades muy reducidas. Teniendo esto en consideracién, a continuacién se

exponen los dos métodos existentes de andlisis de la transferrina:

1) Medida del porcentaje de transferrina deficiente en carbohidratos (CDT): Esta prueba

nos indica qué proporcion de formas hipoglicosiladas de la transferrina existe (asialo,
monosialo, disialo y trisialo) con respecto al total de isoformas de transferrina. No nos
informa sobre cual es la cantidad de cada una de las formas hipoglicosiladas, por lo que
s6lo podemos conocer si existe un defecto de la glicosilacién, pero no saber cual es el
perfil de este defecto. Se puede realizar mediante radioinmunoensayo con dillucién
isotopica o inmunoturbidimetria. Se ha utilizado para monitorizar la alcoholemia (dénde
hay un aumento del % de CDT), y para el cribado de CDG (Colomé et al. 2000), aunque
en esta Ultima funcién ha sido superada por el analisis del perfil de isoformas de la

transferrina.

2) Andlisis del perfil de isoformas de la transferrina: Consiste en el estudio de qué

isoformas de la Tf se encuentran aumentadas o disminuidas, y en qué cantidad lo hacen.
Se puede realizar por diversos métodos: isoelectroenfoque (IEF), cromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC), electroforesis capilar de zona (CZF), o espectrometria de
masas (MS) (Quintana et al. 2009, Zhang et al. 2016). Los pacientes con trastornos de
la N-glicosilacion de proteinas suelen presentar uno de los siguientes 2 patrones
anormales de isoformas de la Tf (figura 10):

a) Perfil de tipo 1: Aumento de asialo y disialo-Tf, con disminucién de tetrasialo-

Tf. Indica una pérdida de glicanos completa lo que es caracteristico de los

pacientes con defectos del ensamblaje del glicano estandar (oligosacarido

dolicol-pirofosfato). Es el perfil presente en la PMM2-CDG (Jaeken y Carchon

2001, Sanz-Nebot et al. 2007).

b) Perfil de tipo 2: Aumento de monosialo o trisialo-Tf. Indica un defecto mas

tardio en los procesos de la N-glicosilacion (Sparks y Krasnewich 2005).

El andlisis del perfil de isoformas de la transferrina presenta, sin embargo, algunas
limitaciones debido a sus posibles falsos positivos y negativos. Entre las causas de
falsos positivos se encuentran: personas sanas con variantes polimorficas de la Tf,
hepatopatia (por ej. por alcoholismo), sepsis, enfermedades inflamatorias cronicas, la
fructosemia y la galactosemia (Pérez-Cerd4 et al. 2015). Los falsos negativos ocurren
sobre todo relacionados con la edad, ya que el perfil de transferrina puede ser normal
en recién nacidos (Clayton et al. 1992), o en algunos adultos con PMM2-CDG, dado que

el perfil de Tf tiende a normalizarse con la edad (Hahn et al. 2006).
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Figura 10. Isoformas de la transferrina por HLPC. Imagen izquierda: Perfil de transferrina normal con gran predominio de
tetrasialo-Transferrina, y ausencia o cantidad minima de otras isoformas (asialo, monosialo, disialo, trisialo, pentasialo-Tf, etc.);
Imagen derecha: Perfil de transferrina de tipo 1 en un paciente con PMM2-CDG, apreciandose una disminucién de tetrasialo-Tf y
un aumento de asialo-Tf y disialo-Tf.

b) PRUEBAS DE CONFIRMACION:

- Estudios genéticos: Podemos utilizar 3 tipos de técnicas de diagnéstico molecular:

1) Estudio del gen PMM2-CDG: La técnica de eleccion para el diagnostico genético de
la PMM2-CDG es la secuenciacion por el método de Sanger del gen PMM2. Con ella es
posible detectar >99% de las mutaciones en pacientes con diagnostico enzimatico de
déficit de PMM. Sin embargo, puede tener falsos negativos en caso de mutaciones
intrénicas profundas o delecciones (Schollen et al. 2007).

2) Panel multigénico incluyendo el gen PMMZ2: En el caso de encontrarnos con un perfil

de isoformas de la Tf de tipo 1 en un paciente con signos clinicos poco especificos o
atipicos para PMM2-CDG, una aproximacion diagnéstica eficiente podria ser la
secuenciacion simultanea de varios genes relacionados con defectos congénitos de la
glicosilacion y perfil de Tf de tipo 1 (Bastaki et al. 2018). Algunas de las opciones
disponibles para ello son: los paneles especificamente disefiados para CDG, los paneles
enriquecidos, o los paneles de exoma clinico. Entre los inconvenientes de estos paneles
estan su menor sensibilidad con respecto a la técnica de Sanger, la necesidad de

confirmar por Sanger cualquier mutacion encontrada, y la posibilidad de hallar variantes
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de significado incierto en otros genes no relacionados con la patologia, que compliquen
el diagnostico (Sparks y Krasnewich 2005). Ademas de ser coste-efectivos en algunos
casos, otra ventaja de los paneles, es que suelen permitir el incluir estudios de
deleccion-duplicacion para los genes estudiados (Sparks y Krasnewich 2005).

3) Exoma/Genoma completo: Podrian ser utilizados en casos en los que queramos

ampliar el diagnostico diferencial ya que generen dudas diagndsticas, por ejemplo, en
pacientes con PMM2-CDG paucisintométicos o con sintomas atipicos, en los que el
perfil de isoformas de Tf ha sido negativo (falso negativo). Sus inconvenientes son
similares a los de los paneles multigénicos (Sparks y Krasnewich 2005). Una de las
ventajas del genoma completo seria la inclusion de la secuenciacion de regiones
intrénicas. En los ultimos afos, varios pacientes publicados han sido diagnosticados

mediante exoma completo (Choi et al. 2015).

- Estudios enzimaticos: Consiste en el estudio de la actividad enzimatica de la

fosfomanomutasa 2 en leucocitos o fibroblastos. En pacientes con la forma clasica esta
actividad varia entre el 0% y el 10% respecto a un control normal (Van Schaftingen y
Jaeken 1995). Si se utiliza como técnica de confirmacion del diagnéstico de PMM2-CDG
es preferible medir su actividad en leucocitos en lugar de fibroblastos, ya que se ha
observado que estos Ultimos pueden mantener cierta actividad residual para la

fosfomanomutasa y desorientar el proceso diagnostico (Griinewald et al. 2001).

c) DIAGNOSTICO PRENATAL:

En caso de que ambos progenitores sean portadores conocidos de mutaciones
causantes de PMM2-CDG (ej. por hijo previo afecto o por identificacion mediante los
conocidos como carrier-tests), el diagndstico de eleccidén se realiza mediante estudio
genético preimplantacional o prenatal (Bjursell et al. 1998). También es posible realizarlo
mediante estudio enzimético de la actividad de la PMM en cultivo de amniocitos
(Edwards et al. 2006). Debe evitarse el estudio de isoformas de la transferrina fetal por

su tasa de error (Matthijs et al. 1998).

6.5. Tratamiento

Por el momento, no hay tratamientos especificos aprobados para la PMM2-CDG, por lo
que la terapia se basa fundamentalmente en medidas de soporte orientadas en funcion
de la sintomatologia de cada paciente. Estos tratamientos se aplican de forma

multidisciplinar, interviniendo especialistas de diversos ambitos como neuropediatras,
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neurélogos, especialistas en metabolopatias congénitas, gastroenterdlogos,
endocrindlogos, especialistas en enfermedades infecciosas, hematélogos,
oftalmdlogos, médicos rehabilitadores, traumatologos, fisioterapeutas, psicopedagogos,
logopedas, etc. A continuacion, se enumeran las principales terapias utilizadas en las

manifestaciones mas frecuentes (Sparks y Krasnewich 2005, Altassan et al. 2019):

a) Retraso psicomotor/ Discapacidad Intelectual: Se recomienda, una vez detectado
el retraso del desarrollo, iniciar estimulacién temprana, fisioterapia, y a partir de la etapa
preescolar, logopedia y tratamiento psicopedagdgico. En nifios mayores, adolecentes y
adultos es fundamental orientar los apoyos hacia el aumento de la funcionalidad, el

autocuidado y hacia la mayor independencia y autonomia individual posibles.

b) Ataxia cerebelosa: Se recomienda fisioterapia y ortesis si son necesarias para
facilitar la estatica o el desplazamiento. Los casos mas graves precisan bastones,

caminador o el uso de silla de transporte.

c) Episodios stroke-like: Los antiepilépticos parecen mejorar tanto las crisis comiciales
como los déficits focales neuroldgicos durante los episodios. También se recomienda el
uso de benzodiacepinas, asi como valorar los antiagregantes y/o anticoagulantes en la
fase aguda si se confirman alteraciones en la coagulacién. En casos recurrentes, podria

considerarse el uso mantenido de antiagregantes como tratamiento preventivo.

f) Problemas para la ingesta/ fallo de medro: En funcion de la severidad se
recomienda: maximizar el aporte calérico (no son necesarias formulas especificas para
la enfermedad), fisioterapia/ logopedia para optimizar los movimientos deglutorios,
medidas anti-reflujo (posicion erguida tras ingesta, espesantes, antiacidos), y si es

necesario alimentacion por sonda nasogastrica o gastrostomia.

h) Sintomas endocrinoldgicos: En caso de talla baja podria considerarse el uso de
IGF-1 humana recombinante (Miller et al. 2013). Si hay hipotiroidismo con TSH elevada,
FT4 baja y especialmente si hay sintomatologia compatible, se recomienda el uso de
levotiroxina via oral. Las crisis de hipoglucemia deben tratarse con nutricion por sonda
nasogastrica a débito continuo, glucosa endovenosa a ritmo de entre 8-10 mg/kg/min y
uso de diazéxido en caso de hipoglucemia por hiperinsulinismo. En mujeres con retraso
puberal, es recomendable iniciar terapia de reemplazo hormonal con estrégenos por via
dérmica (European Society for Human Reproduction and Embryology Guideline Group
on POI 2016).
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g) Riesgo de trombosis y hemorragias: Con respecto al manejo y prevenciéon de
trombosis se aconseja seguir las guias generales de la Asociacién Norteamericana de
Medicina Toréacica (Monagle 2012, Kearon et al. 2016). Entre los tratamientos utilizados
en pacientes con PMM2-CDG se encuentran la heparina de bajo peso molecular, el
rivaroxaban (en pacientes que no responden a heparina) y el concentrado de
antitrombina si hay déficit de antibrombina Ill. Para la prevencion de hemorragias en el
contexto de intervenciones quirdrgicas se recomienda, el uso preventivo de plasma
fresco congelado o concentrado de complejo protrombinico. En el caso de que el
concentrado de complejo protrombinico contenga proteinas C y S, su administracion
debe realizarse teniendo en cuenta los niveles de estos factores anticoagulantes
(Meaudre et al. 2005).

e) Derrame pericardico: Requiere adecuada hidratacion y nutriciébn. Ademas, pueden

ser necesarias transfusiones de albdmina.

d) Estrabismo: Si existe un estrabismo no intermitente el oftalmoélogo puede valorar el
tratamiento con lentes correctoras, parches oculares, o cirugia (reparadora o para

administracién de toxina botulinica), con el objetivo de preservar la vision.

i) Afectacion esquelética: Si hay escoliosis debe valorarse, dependiendo de la
severidad, el uso de corsé o cirugia. En presencia de pectus carinatum puede ser
necesario el uso de ortesis o cirugia. En caso de pectus excavatum severo con
afectacion cardiopulmonar esté indicada la cirugia. Si existe osteopenia o osteoporosis,
se recomienda aumentar la movilidad y las posturas anti-gravitatorias en lo posible (con
andadores o bipedestadores), diagnosticar y tratar el hipogonadismo hipergonadotropo,

y valorar el uso de bifosfonatos en caso de fracturas oseas.
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JUSTIFICACION DE LA UNIDAD TEMATICA E
HIPOTESIS

¢ Justificacion de la unidad temética

4 Hipotesis
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Justificacion de la unidad tematica.

En la era de la terapia genética, se abren por primera vez posibilidades reales
de ofrecer tratamientos modificadores del curso clinico, o incluso curativos, para las
enfermedades monogénicas. Sin embargo, existe un importante factor limitante a la hora
de abordar este objetivo: suele tratarse de patologias minoritarias con un nimero escaso
de pacientes, separados geograficamente, y tratados por especialistas no vinculados
entre si. Estos condicionantes reducen nuestra capacidad para conocer el espectro
clinico asociado a cada defecto genético, su historia natural y sus factores prondsticos.
Los defectos CDG son un claro ejemplo de enfermedad minoritaria causada por un
defecto genético hereditario. El uso de herramientas para la monitorizacién y
cuantificacioén clinica de los principales sintomas y signos en pacientes CDG, permitir
avanzar en el conocimiento de esta enfermedad.

Por otro lado, la glicobiologia ha sido en los Ultimos afios una de las areas de
mayor desarrollo de la bioquimica y de la biologia celular. Sus progresos han tenido una
gran repercusion en la medicina (desde el estudio del cancer hasta los mecanismos de
infeccion viral), la farmacologia (componentes de farmacos antivirales, antiepilépticos,
vacunas, etc.) y la biotecnologia (nanoparticulas polisacaridas, nanotubos de carbono,
entre otros). Uno de los principales catalizadores de esta evolucién gliobiol6gica ha sido
la investigacién en trastornos congénitos de la glicosilacion. El conocimiento de la
fisiopatologia de estas enfermedades ha permitido grandes avances en la biologia de
los glucoconjugados en individuos sanos, siendo un notable ejemplo de investigacion
traslacional en ambas direcciones.

El propésito de esta tesis es, por una parte, describir las relaciones fenotipo-
genotipo, el desarrollo psicomotor, y la sintomatologia neurolégica general en los
pacientes espafioles con PMM2-CDG, ampliando el conocimiento sobre esta entidad
con pocos casos publicados.

Por otro lado, conocer y cuantificar con escalas obijetivas, la historia natural
clinica y neurorradiolégica de la lesion cerebelosa, origen principal de la ataxia y la
discapacidad cognitiva de estos enfermos, permitiendo asi medir la eficacia de futuros
tratamientos.

Y finalmente, crear en nuestro pais una estructura consolidada de investigacion
en trastornos congénitos de la glicosilacién, agrupando a pacientes, clinicos e
investigadores béasicos, que pueda hacer uso de una plataforma on-line especifica, y se
encuentre integrada en la red europea de investigacion en CDG.

Este estudio supone un acercamiento multidisciplinar a la PMM2-CDG vy los

CDG. Aspectos clinicos, bioguimicos, genéticos y de neuroimagen han sido evaluados
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por expertos de cada uno de los citados campos. La investigacién ha estado orientada

hacia la busqueda de una mejor calidad de vida para los pacientes.

Hipotesis.

A pesar de que la PMM2-CDG es una enfermedad genética multisistémica cuya
supervivencia durante las primeras etapas de la vida viene determinada por el grado de
afectacién multiorganico, una vez transcurridos esos primeros meses es la lesiéon
cerebelosa la que constituye la principal causa de discapacidad. Aunque, desde el punto
de vista anatomopatoldgico, dicha alteracion cerebelosa es neurodegenerativa, desde
el punto de vista clinico la enfermedad parece comportarse de una forma relativamente
estatica, especialmente después de los primeros afos de evolucién. Conocer mejor este
periodo inicial, tanto desde el punto de vista radiolégico como clinico, permitiria
identificar una ventana terapéutica en la que un farmaco podria enlentecer o frenar la
progresion de la enfermedad.

Asi, cuantificar la ataxia y el grado de atrofia cerebelosa, asi como recoger datos
sobre los diferentes parametros clinicos, bioquimicos y genéticos de los pacientes,
posibilitaria conocer la historia natural de la enfermedad, establecer factores pronésticos
e identificar nuevos fenotipos clinicos.

Por ultimo, para avanzar en el conocimiento de los trastornos congénitos de la
glicosilacion, resulta fundamental establecer un grupo de investigacion nacional que
englobe a pacientes y especialistas, y se apoye si es necesario, en las tecnologias de
la informacion. Esta forma de trabajo en red constituye un nuevo modelo de
investigacion en enfermedades raras, y genera un cambio de paradigma en el estudio

de las patologias minoritarias.
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OBJETIVOS

1- Objetivo principal

2- Objetivos concretos
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1- Objetivo principal

Analizar la evolucién natural del déficit de PMM2-CDG tanto desde el punto de vista
clinico como radiolégico mediante el desarrollo y validacion de herramientas que
permitan cuantificar los aspectos mas relevantes de la enfermedad, como son la ataxia

cerebelosa, la disfuncion cognitiva y la atrofia del cerebelo.

2- Objetivos concretos

2.1) Desarrollo y validacion de escalas clinicas.

Validar la escala ICARS y utilizarla para cuantificar la evolucion del sindrome cerebeloso
en pacientes con PMM2-CDG mayores de 4 afios.

A la vez que se valida la escala ICARS, se busca encontrar una relacion entre la
gravedad del sindrome cerebeloso y el grado de atrofia del cerebelo, medido mediante

métodos bidimensionales y analisis volumétrico en imagenes de resonancia magnética.

2.2) Desarrollo y validaciéon de herramientas radiologicas.

Validar 2 métodos radioldgicos para el mejor conocimiento y seguimiento de la
afectacion cerebelosa como alteracion nuclear en el cuadro clinico de la PMM2-CDG.
Un método bidimensional de rapida y sencilla implementacién, incluso durante la visita
médica, el diametro medio-sagital relativo del vermis (MVRD); y otro volumétrico como
herramienta de precision para medir la lesion del cerebelo en un contexto
fundamentalmente de investigacion.

Evaluar la progresion de la atrofia cerebelosa en nifios con PMM2-CDG usando el

MVRD y el andlisis volumétrico.

2.3) Ampliar el espectro de fenotipos de la PMM2-CDG mediante el estudio exhaustivo
de los pacientes de nuestra cohorte, y correlacionar los diferentes aspectos clinicos
(fenotipo, evaluacion mediante escalas clinicas, evaluacion cognitiva), radiol6gicos,

bioquimicos y moleculares entre si, en esta entidad.

2.4) Instaurar una red de profesionales y hospitales a nivel nacional para el estudio y
seguimiento de pacientes con PMM2-CDG con el soporte y ayuda de las dos
instituciones de investigacion que centralizan el diagnéstico: CEDEM-UAM de Madrid e
IBC-HC de Barcelona.
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2.5) Elaborar protocolos clinicos para el manejo practico de las principales
manifestaciones de los CDG, y ponerlos a disposicién de los profesionales que atienden

a estos pacientes a nivel nacional.
2.6) Desarrollar una herramienta on-line abierta a pacientes y médicos, que facilite la

investigacion en trastornos congénitos de la glicosilacion y que proporcione material

educativo fiable sobre la enfermedad.
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PACIENTES, MATERIAL Y METODOS

1- Disefio
2- Sujetos de estudio
a. Pacientes

b. Controles

3- Evaluaciones y variables
a. Variables clinicas
b. Estudios neurorradiol6gicos
c. Estudios bioquimicos en sangre
d. Estudios genéticos y funcionales

e. Protocolos, material docente para familias, y cuestionarios para médicos y
pacientes

f. Andlisis estadistico

4- Aspectos éticos
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1. Diseio

El disefio es transversal y retrospectivo en los dos primeros estudios y ambispectivo de
forma global, ya que incluye un estudio prospectivo descrito en el Ultimo trabajo
publicado. Se analizan datos clinicos, bioquimicos, radiolégicos y moleculares de
pacientes con PMM2- CDG en la poblacion espafiola.

2. Sujetos de estudio

a. Pacientes

Se incluyeron pacientes con diagnéstico molecular confirmado de PMM2-CDG. Se
utiliz6 como fuente la base de datos compartida entre el Centro de Diagndstico
Molecular CEDEM-UAM de Madrid y el Institut de Bioquimica Clinica de Barcelona, IBC-
HC de Barcelona. Entre ambos centros se han diagnosticado méas de 70 pacientes con
este déficit que se encuentran en seguimiento en diferentes hospitales de toda Espafia,

y que participan en la red nacional de trabajo en CDG (CDG Spanish Consortium).

Criterios de inclusion:

Pacientes diagnosticados de déficit de PMM2-CDG mediante estudios enzimaticos
(algunos) y genéticos (en su totalidad) con mutaciones en el gen PMM2, en seguimiento
en un centro de la red nacional.

En el caso de las evaluaciones clinicas mediante escalas, por las dificultades de
comprension y colaboracién en las mismas, y siguiendo las recomendaciones en base
a estudios en nifios sin ataxia, se incluyeron pacientes con edad superior o igual a 5
anos.

En relacion a la evaluacion neurorradiologica, Unicamente se incluyeron aquellas
imagenes de RMN cerebral de una calidad suficiente (por ej. sin artefactos de
movimiento), y en el caso de los estudios volumétricos, que contasen también con

secuencias 3D T1.
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Criterios de exclusion:

Se excluyeron a los pacientes que no facilitaron el consentimiento informado o desearon
interrumpir su colaboracion a lo largo del proyecto, ya fuese personalmente o por
decision de sus padres o tutores.

En el caso de evaluaciones clinicas mediante escalas, por las dificultades de
comprension y colaboracibn en las mismas, se excluyeron aquéllos que por
discapacidad intelectual o problemas de conducta no pudieron participar en las
diferentes maniobras.

En el estudio sobre la evolucion de ICARS a lo largo del tiempo, se excluyé también a
aquellos pacientes que presentasen afectacién supratentorial concurrente, episodios
stroke-like durante el seguimiento, o hubiesen recibido cualquier medicacién no validada
por el equipo investigador.

Con respecto a los estudios de neurcimagen se excluyé a los pacientes con
antecedentes de complicaciones neuroldgicas que pudiesen afectar a las imagenes de

RMN cerebral (ej. accidentes cerebrovasculares).

b. Controles

Para la validacién de escalas clinicas (ICARS) se seleccion6 una muestra de nifios
control con desarrollo neurotipico (n=30), sin déficits cognitivos ni problemas de
conducta asociados, y comparable en cuanto a edad y sexo con nuestra poblacién de
pacientes con PMM2-CDG. Conocemos por publicaciones previas (Brandsma et al.
2014) que la propia maduracion neuroldgica del nifio da lugar a puntuaciones diferentes
a cero. Por este motivo, para estudios comparativos, se aplicé un factor de correccién
debido a la edad a partir de los datos de la cohorte de sujetos con desarrollo normal.

En el caso de los estudios de neuroimagen, se valoraron las RMN cerebrales de nifios
estudiados en el Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona (HSJDBCN), que se
solicitaron por cefalea, traumatismos leves, epilepsia focal, antecedentes familiares de
aneurismas cerebrales, y trastorno con tics; y cuyas imagenes fueron informadas como
normales por especialistas en neurorradiologia infantil (n=30). De nuevo, en la seleccién
se tuvo en cuenta la comparabilidad por edad y sexo con el grupo de pacientes PMM2-
CDG. Se excluyeron aquellos controles que hubiesen manifestado sintomatologia
cerebelosa previamente o en los 12 meses posteriores a la RMN cerebral, o que

hubiesen sido diagnosticados de una patologia con potencial afectacion del cerebelo.
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3. Evaluaciones y variables

a. Variables clinicas

La evaluacién atendié principalmente a las variables clinicas que se afectan en el
sindrome cerebeloso: motricidad general (marcha, estatica, coordinacion de
miembros), trastorno del lenguaje expresivo (disartria), trastorno del movimiento ocular
(nistagmo, sacada, apraxia oculomotora, estrabismo), y perfil neuropsicologico
(evolucion del desarrollo psicomotor, test psicométricos y perfil conductual). Por otro
lado, se analizaron también diversas variables relacionadas con la afectacion general

neurolégicay multisistémica.

Sindrome cerebeloso: Se utiliz6 como principal variable la escala de valoracién de
funcion cerebelosa ICARS (International Cooperative Ataxia Rating Scale) (Trouillas et
al. 1997). La escala ICARS fue aplicada por uno de los tres examinadores clinicos, quien
se desplaz6 a los centros principales durante el proyecto. El examen se grabé en video
con objetivos de docencia y de revision. La grabacion en video se realiz6 siguiendo un
protocolo estandarizado. El material audiovisual fue revisado por los otros dos
examinadores en el centro coordinador, de modo que cada paciente fue puntuado por
tres especialistas de forma independiente, facilitando el analisis de variabilidad y
coherencia interobservador en los resultados de la escala.

Para obijetivar la evolucion y poder describir la historia natural de la enfermedad, el
sindrome cerebeloso de los pacientes se evalu6 mediante la escala ICARS en dos
momentos diferentes de evolucion con un intervalo minimo de 20 meses entre las
evaluaciones.

Con respecto al perfil neuropsicoldgico y la evaluacion de inteligencia, en los pacientes
que recibieron pruebas neuropsicologicas estructuradas, los datos fueron incluidos para
andlisis. Para ello se utiliz6 su cociente intelectual global, obtenido de las pruebas WISC-
IV-R (escala de inteligencia de Wechsler para nifios-1V, revisada) o KBIT (Kaufman Brief
Intelligence Test).

Por otro lado, se recogieron datos del desarrollo psicomotor de forma retrospectiva y/o
mediante examen neuroldgico. La informacion retrospectiva se obtuvo mediante
entrevista con las familias o, cuando estuvo disponible, a partir de las historias clinicas.
Se realizaron preguntas sobre los principales hitos de desarrollo de las areas “desarrollo
motor grueso”, “desarrollo motor fino”, “socializacion”, “lenguaje expresivo”, y “lenguaje
comprensivo”. Para calcular el grado de desarrollo con respecto a su edad, se tomo

como referencia la edad de consecucion de los hitos segln la escala de desarrollo
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psicomotor de Haizea-Llevant (Fernandez 1991). En concreto, para cada hito se asigno
un valor del 100% a la edad en meses a la que el 50% de los nifios ya lo ha conseguido
(ej: percentil 50 para marcha autbnoma= 12 meses, 12 meses= 100% de desarrollo para
este hito), y después se dividi6 la edad de consecucién del hito en un paciente concreto,
entre el p50 de edad de consecucién en la poblacién sana, multiplicando el resultado
por 100 (ej: si un paciente consiguio la marcha autbnoma con 30 meses, (30/12) x 100=
-250%). El resultado obtenido refleja el grado de desarrollo con respecto a la poblacion
neurotipica (en el ej. anterior, el paciente evaluado tiene un desarrollo motor de -250%
para este item, es decir su desarrollo es 2,5 veces mas lento que el percentil 50 para
ese item). Finalmente, se calcularon para el conjunto de los pacientes, las medias de
retraso en cada area a partir de la suma de las medias de retraso en cada uno de los
hitos de esa &rea, obteniendo asi una aproximacion al patrén global de desarrollo
psicomotor de los nifios con PMM2-CDG. Un desarrollo de hasta -125% se consideré
normal, dado que para todos los hitos evaluados, su consecucién hasta un 1,25% mas

lento que la poblacién general quedaba por debajo del p95.

Valoracion general neuroldgica y multisistémica: Se recogieron: antecedentes
personales y familiares, exploracion y manifestaciones neuroldgicas, y exploracion y
manifestaciones generales.

La recogida de datos en cuanto a manifestaciones clinicas estuvo centrada en (1)
variables somatométricas (peso, talla y perimetro craneal); (2) aspectos neurolégicos
generales: caracteristicas clinicas de la ataxia, epilepsia, crisis febriles, movimientos
oculares anormales, neuropatia, sintomas visuales y auditivos; (3) afectacion
multisistémica: dismorfologica, digestiva-nutricional, hepatica, cardiaca, renal,
hematoldgica, endocrinoldgica; (4) pruebas  complementarias previas:
electroencefalograma, electromiograma, potenciales evocados auditivos, potenciales
evocados visuales, electrorretinograma.

Adicionalmente, con respecto a la valoracion multisistémica, a los pacientes se les
administrdo la escala de NPCRS (Nijmegen Pediatric Cerebellum Rating Scale)
(Achouitar et al. 2011) con sus tres secciones: Section I: Current Function; Section Il
System Specific Involvement; Section Ill: Current Clinical Assesment. Esta escala fue
validada en uno de los grupos de referencia en CDG y esta basada en la Newcastle
Paediatric Mitochondrial Disease Scale. Evalta informacion de afectacion multiorganica,

incluyendo afectacion neurolégica de una forma global.
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b. Estudios neurorradiologicos

Se revisaron de forma protocolizada las RMN cerebrales realizadas en pacientes ya
diagnosticados de PMM2-CDG vy las de los nuevos diagndsticos que surgieron durante
el proyecto. Se incluyeron igualmente de forma prospectiva los subsecuentes estudios

de neuroimagen que se realizaron en pacientes conocidos durante el curso del estudio.

En andlisis bidimensional se bas6é en una medicion rutinariamente utilizada en
neurosonografia fetal denominada “altura del vermis”. A partir de esta, y teniendo en
cuenta también la altura de la fosa posterior, se desarroll6 una proporcién que
denominamos midsaggital vermis relative
diameter (MVRD). Este estudio sencillo
presento la ventaja de poder implementarse en
todas las resonancias magnéticas realizadas
con diferentes tecnologias a lo largo de las
diferentes edades de los pacientes. EI MVRD se
calculé utilizando una seccién sagital en la linea
media de la RMN cerebral, midiendo el diametro
total de la fosa craneal posterior (un segmento

lineal desde la comisura posterior cerebral al

opistion) y el diametro sagital de mayor tamafio

MVRD = 100%

del cerebelo (paralelo al segmento lineal

Figura 11. Determinacién del MVRD en un paciente de

nuestra cohorte (imagen de RMN cerebral, plano medio- anterior). De esta manera, se valord la relacion
sagital). A: didmetro fosa posterior. a: diametro sagital
mayor del cerebelo.

entre el diametro del cerebelo

y el diametro total de la fosa craneal posterior, obteniendo una medida aproximada del

grado de atrofia del vermis cerebeloso.

El estudio volumétrico se llevd a cabo, independientemente del centro emisor, en el
Servicio de Radiodiagnostico del HSIJDBCN. Para dicho analisis volumétrico se
transfirieron las imagenes de las secuencias 3D T1 al programa Philips IntelliSpace
Portal 4.0, el cual cre6 un modelo tridimensional de las mismas permitiendo delimitar los
volumenes de las estructuras deseadas mediante un método computarizado semi-
automatizado. Un neuropediatra entrenado en este procedimiento se encargd de
corregir y ajustar manualmente en los 3 planos del espacio los volimenes del cerebelo
que el software sugeria, de manera que las areas delimitadas por el sistema se
correspondiesen al maximo posible con los limites fisicos del cerebelo y excluyesen los

pedunculos cerebelosos, el cuarto ventriculo y los espacios interfoliares. Finalmente, se
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obtuvo un volumen cerebeloso en cm® para cada resonancia magnética cerebral
analizada. El procedimiento, una vez pasada la curva de aprendizaje inicial, requirio
unos 30 minutos por estudio.

Para la valoracion de la progresion neurorradiolégica de la PMM2-CDG, un analisis
longitudinal en pacientes con varias RMN cerebrales de calidad suficiente, posibilitd
analizar los valores de un mismo enfermo en diferentes momentos y asi estudiar el
desarrollo de esta patologia, tanto con respecto al MVRD como al volumen del cerebelo.
Para cuantificar la evolucion de la atrofia cerebelosa por unidad de tiempo, utilizamos la
siguiente formula: (MVRD de la primera resonancia magnética - MVRD de la resonancia
magnética de seguimiento) / intervalo de tiempo entre ambos estudios de resonancia
magnética (afios). Un resultado positivo representdé una disminucién en el tamafio
cerebeloso.

Para facilitar la correlacion entre los aspectos clinicos y el estudio volumétrico se
consideraron como validas aquellas RMN cerebrales realizadas en un periodo previo no
superior a un afio con respecto a la evaluacion clinica. En caso de que las resonancias
hubiesen sido obtenidas con anterioridad mayor de un afio, se solicitaron nuevas RMN
cerebrales de control.

Para los andlisis comparativos en relacién al MVRD entre pacientes y controles, se
utilizé 1 estudio de RMN cerebral de control por cada estudio de un paciente (50 estudios
de pacientes y 50 estudios de controles). Para los andlisis comparativos sobre volumen
cerebeloso, se emplearon 2 estudios de control por cada estudio de un paciente con el
objetivo de incrementar la sensibilidad estadistica (19 estudios de pacientes y 38
estudios de controles). Todos los pacientes y sus controles fueron apareados por edad

y Sexo.

En el HSIJDBCN las RMN cerebrales se obtuvieron con el equipo General Electric de
1.5 T, Signa Excite HD, Milwaukee, WI, USA. El protocolo estandar const6 de
secuencias: T1- sagital, SPGR 3D T1-axial (secuencia volumétrica), fast-spin echo with
fluid-attenuated inversion recovery (FLAIR) coronal y FSE DP-T2-axial. Se realiz6 de
forma especifica un protocolo que incluyd dos secuencias (sagital y coronal) FIESTA
(fast imaging employing steady state acquisition) en fosa posterior, para tener mejor
contraste y resolucion. Con respecto a las RMN cerebrales realizadas en otros centros,
se aceptaron todos aquellos estudios que incluyeron, al menos, secuencias T1, T2,
FLAIR y Difusion, junto con imagenes en los 3 planos del espacio (axial, sagital y

coronal).
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c. Estudios bioquimicos en sangre

El analisis del perfil de sialotransferrina en suero se analiz6 en los laboratorios del
HSJDBCN, IBC-HC y CEDEM-UAM, en funcion de la procedencia de la muestra,
mediante isoelectroenfoque (IEF), electroforesis capilar zonal (CZF) o cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC). Se aplicaron dichos métodos semicuantitativos para
mejorar la sensibilidad y facilitar la posibilidad de establecer una correlaciéon entre los
datos cuantitativos obtenidos tras la evaluacion clinica y radioldgica, y las anomalias
bioguimicas en los diferentes andlisis del perfil de sialotransferrinas.

Para el estudio de otros érganos y sistemas dentro de las posibles alteraciones
relacionadas con la PMM2-CDG se utilizaron los estudios generales que se realizan de
rutina en el laboratorio del HSJDBCN, o bien, se recogié informacién sobre los analisis
efectuados en los hospitales de referencia de los pacientes. Estos fueron: hemograma
con las diferentes series, glucosa, iones, pruebas de funcién hepatica, pruebas de
funcién renal, colesterol total y triglicéridos, tiempo de protrombina (PT), factores de
coagulacion (1X, X y Xl), antitrombina Ill, proteinas C y S, hormona estimulante de la
tiroides (TSH) y tiroxina libre (FT4), asi como otras determinaciones mas concretas en

funcion de las comorbilidades del paciente.

d. Estudios genéticos y funcionales

En todos los pacientes y progenitores se realizaron andlisis genéticos para confirmar la
presencia de variantes patogénicas en ambos alelos del gen PMM2, asi como estudios
de segregacion familiar para comprobar su caracter hereditario.

Para el estudio se utiliz6 DNA gendmico (y en algunos casos ademas RNAm), extraido
de leucocitos de sangre periférica o fibroblastos. La técnica utilizada fue diferente segun
el paciente: secuenciacion de Sanger del gen PMM2, panel enriquecido, o bien panel
TSO lllumina. La confirmacion fue llevada a cabo en cada paciente y sus progenitores
utilizando PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) y sucesiva secuenciacion de
Sanger. Los cebadores utilizados para la amplificacion de DNA se disefiaron utilizando
la base de datos ENSEMBL (http://www.ensembl.org/index.html, ENSG00000140650) y
el nimero de acceso de GenBank NM_000303.2. Las nhomenclaturas de las mutaciones

se realizan segun: http://www.hgvs.org./mutnomen.
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e. Protocolos, material docente para familias, y cuestionarios para médicos

y pacientes

Tanto los protocolos para pacientes nacionales, como el material docente para familias
incluido en Rarecommons (www.rarecommons.org), se desarrollaron utilizando la
bibliografia existente sobre PMM2-CDG y defectos congénitos de la glicosilacién.
Unicamente para aquellos aspectos especificos en los que la informacién publicada era
escasa o inexistente, se incluyd la opinién de los redactores en funcidén de su experiencia
clinica. En el caso del material docente para familias se adapté la terminologia cientifica
para una mejor comprension por parte de los lectores. Tanto los cuestionarios para
médicos como aquellos para pacientes, de acceso a través de Rarecommons, se
crearon en funcién de las principales manifestaciones conocidas de la PMM2-CDG, asi
como de otras que se consideraron de interés por el equipo investigador. De igual
manera que en el material docente, en los cuestionarios para familias se adapto el
lenguaje y la complejidad de las preguntas para que pudiesen ser cumplimentadas por

personas sin formacién médica.

f. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé utilizando el software SPSS V.22.0 (Armonk, NY: IBM
Corp.).

Las variables clinicas (historia familiar, antecedentes perinatales, manifestaciones
clinicas, escalas, estudios cognitivos), bioguimicas y genéticas se recogieron en bases
de datos custodiadas siguiendo las directrices de proteccién de datos del HSIJDBCN.
Se detallaron variables cuantitativas y categoricas, especialmente para los estudios
clinicos, radioldgicos y bioquimicos.

La prueba U de Mann-Whitney se utiliz6 para comparar la puntuacion total de ICARS y
la de sus subescalas entre pacientes y controles. Para evaluar la validez interobservador
de ICARS y sus subescalas en los pacientes, se calcularon los coeficientes de
correlacion intraclase (ICC). La consistencia interna de la escala ICARS y sus
subescalas se evalud utilizando el alfa de Cronbach. La prueba de coeficiente de
correlacion de Spearman se us6 para estudiar la relacion de ICARS con NPCRS,
diametro relativo medio-sagital del vermis (MVRD) y cociente intelectual. Esta misma
prueba se utilizé también para evaluar la relacién entre MVRD con NPCRS y cociente
intelectual, asi como para analizar la asociacion entre NPCRS vy cociente intelectual.

Para evitar el efecto de confusion de la edad en la muestra de pacientes, se obtuvo un
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nuevo valor de ICARS para cada paciente restando los valores medios de ICARS
encontrados en nuestra poblacion de control a diferentes edades.

El coeficiente de correlacion de Pearson se emple6 para estudiar la relacion entre el
MVRD vy el volumen cerebeloso. Para analizar la evolucion del MVRD y el volumen
cerebeloso segun la edad, se usaron el coeficiente de correlacion de Pearson asi como
modelos de regresion lineal teniendo en cuenta la edad, el grupo (pacientes y controles),
y su interaccion como variables independientes.

Para comparar los resultados de ICARSL1 (primera evaluacion de la escala) con ICARS2
(segunda evaluacion de la escala), y entre las diferentes subescalas, se utilizé la prueba
T Student. Para analizar la correlacion entre la mejoria anual de ICARS con respecto a
la edad en el momento de la evaluacion y con respecto a la magnitud inicial del ICARS,
se utilizé la correlacion de Pearson. Se analiz6 la correlacion entre ICARS y los
volimenes cerebelosos calculando la correlacién de Spearman (no paramétrica).

Para todos los andlisis, un valor de p <0,05 se consider6 significativo.

4. Aspectos éticos

El estudio, presentado en el global de un proyecto FIS, obtuvo el aval del Comité de
Investigacion y Etica del Hospital Sant Joan de Déu (ndmero de referencia: CEIC_PIC-
108-14).

Los padres dieron su consentimiento informado por escrito, y los nifios y adolescentes
dieron su consentimiento/asentimiento, tanto para la participacion como para obtener
documentacion gréfica (videos y fotografias).

Las muestras bioldgicas utilizadas se obtuvieron de conformidad con la Declaracion de

Helsinki de 1964, revisada en octubre de 2013 en Fortaleza, Brasil.
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RESULTADOS

1- Caracteristicas de la poblacion espafiola con PMM2-CDG. Fenotipado clinico y

neurolégico de precision.

2- Publicaciones cientificas.

2.1 Aplicacion de la escala ICARS para la valoraciéon de la ataxia cerebelosa en
pacientes con PMM2-CDG, y su correlacién con los estudios de neuroimagen y
las pruebas cognitivas.

2.2 Evolucion neurorradioldgica de la atrofia cerebelosa en la PMM2-CDG
cuantificada mediante medidas bidimensionales (MVRD) y volumetria.

2.3 Evolucion del sindrome cerebeloso en nifios con PMM2-CDG.

3- Protocolos de actuacion.
3.1 Protocolo diagnéstico en los defectos congénitos de la glicosilacion.

3.2 Manejo de los trastornos de la coagulacion en pacientes con PMM2-CDG.

4- Consolidacion de un grupo de trabajo multicéntrico en CDG de ambito nacional, el
Consorcio Espafiol en CDG.

5- Participacion en la red de investigacion europea en trastornos congénitos de la

glicosilacion, “Euro-CDG”.

6- Creacion de contenidos y soporte on-line en CDG para familias y profesionales

sanitarios: “RareCommons”.

7- Comunicaciones a Congresos.
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1. Caracteristicas de la poblacion espafiola con PMM2-CDG. Fenotipado

clinico v neuroldégico de precision.

Mercedes Serrano, Belén Pérez-Duefias, Victor De Diego, y el Consorcio Espafiol en
CDG.

Aunqgue el objetivo principal de este trabajo estuvo orientado hacia la descripcion de la
historia natural de la PMM2-CDG vy la validacién de escalas neuroldgicas y radiolégicas,
también fue posible recoger informacién clinica general y neurolégica detallada de 27
pacientes (14 varones y 13 mujeres). Las caracteristicas principales de esta cohorte se

detallan en la tabla 8.

Los parametros perinatales fueron en general, normales. En la mayoria de casos (21/25)
el embarazo transcurrié sin incidencias. En 1 gestacion se detecto polihidramnios, y en
1 caso se trato de un embarazo de trillizos, 2 de los cuales fallecieron espontaneamente
intrattero. Sobre el parto, el 91% (23/32) nacieron a término (semanas 37-41) y el 9%
(2/23) fueron pretérminos de 31y 36 semanas. El parto fue eutdcico en el 69% de casos
(15/22), por cesarea en el 22% (5/22) e instrumentado en el 9% (2/22).

En 27 pacientes contamos con datos sobre el primer sintoma. Todos iniciaron sintomas
relacionados con la PMM2-CDG durante el primer afio de vida (rango: desde el
nacimiento hasta los 9 meses). La edad media al debut fue de 2,4 meses. En el 29,6%
de los pacientes la enfermedad se manifesté inicialmente con sintomas en un Unico
o6rgano o sistema (el 37% con sintomas digestivos y el 33,3% con sintomas
neuroldgicos). Los pacientes restantes debutaron con una combinacion de sintomas

neuroldgicos y digestivos (14,8%) o de sintomas neurolégicos y visuales (14,8%).

Se dispuso de informacién sobre el desarrollo psicomotor en 17 pacientes (10 varones
y 7 mujeres), con una media de edad en el momento de la revision de 9,7 afios (rango:
10 meses - 34 afios). El mayor retraso se observd, por orden, en las areas motora
gruesa, motora fina y lenguaje expresivo. La comprension y el desarrollo social fueron
normales o casi normales. Ninguno de los pacientes que consiguieron el sostén cefalico
después de los 6 meses o la sedestacion estable méas alla de los 15 meses, habia
conseguido caminar a los 5 afios. Cabe destacar que, una paciente valorada a los 34

afos, consiguié caminar a los 13 afios, y correr, aunque con dificultad, a los 28 afos.
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Tabla 8. Caracteristicas generales y
neuroldgicas de la cohorte espafiola con

PMM2-CDG (27 pacientes)

Edad media a la 1la (Im -
valoracion 34a)
(rango)
Género M/F 14/13
Perimetro Microcefalia congénita 1/14 (7%)
craneal
Microcefalia adquirida 4/12 (33%)
Peso Bajo peso al nacimiento  3/23 (13%)
Bajo peso adquirido 6/15 (40%)
Talla Talla baja al nacimiento  1/15 (7%)

Talla baja adquirida

7/14 (50%)

Primer sintoma Digestivo
Neurolégico
Neurolégico y digestivo

Neurolégico y visual

10/27 (37%)
9/27 (33%)
4127 (15%)

4/27 (15%)

Ataxia 15/15
(100%)

Hipoplasia/ 19/19

Atrofia (100%)

cerebelosa

Marcha 6/20 (30%)

independiente

Afectacion
cognitiva

14/17 (82%)

Crisis febriles

3/19 (16%)

Epilepsia 2/22 (9%)
EEG
Normal 11/15 (73%)
Alterado 4/15 (27%)
Episodios 4/20 (20%)
stroke-like
Neuropatia 6/16 (37%)
Axonal 2/4 (50%)
Desmielinizante 2/4 (50%)
Afectacion 21/22 (95%)
visual
Afectacion 2/7 (29%)
auditiva*

Abreviaturas. m: mes; a: afios; EEG:
electroencefalograma.

*. Potenciales evocados auditivos del tronco cerebral

alterados.

Todos los pacientes explorados
(100%, 15/15) presentaron signos de
ataxia. Todos mostraron (aunque con
diferente nivel de gravedad): ataxia de
la marcha, temblor de accion,
dismetria, y disdiadococinesia. El
paciente mas leve fue el Unico en el
que no se observé disartria ni
afectacion de la movilidad ocular
(ausencia de nistagmus, movimientos
sacadicos, o dismetria de las
sacadas). Analizando individualmente
las subescalas del ICARS, evaluando
de forma porcentual el grado medio de
afectacion en cada subescala
(puntuaciébn media para todos los
pacientes analizados con respecto a la
puntuacibn maxima) y comparando
estos porcentajes entre subescalas, se
observo que los pacientes
evidenciaban una ataxia global,
aunque con predominio de afectacion
de la marcha y el lenguaje expresivo
(disartria), estando algo menos
afectadas las funciones cinéticas y
oculomotoras. Un resumen de las
caracteristicas del desarrollo
psicomotor y la ataxia puede verse en
la tabla 9.

Dispusimos de datos sobre la
presencia de epilepsia en 22
pacientes. Unicamente un 9% (2/22)

fue diagnosticado de epilepsia.
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En ambos casos las crisis fueron ténico-clonicas generalizadas y se controlaron
completamente con un Unico farmaco antiepiléptico (en un caso levetiracetam y en el

otro caso, acido valproico).

Tabla 9. Caracteristicas detalladas del desarrollo
psicomotor y la ataxia en la cohorte espafiola con

PMM2-CDG

Desarrollo Psicomotor Media (n° pacientes)
Retraso motor grueso -285% (17)
Retraso motor fino -251% (13)
Retraso lenguaje expresivo -160% (17)
Retraso lenguaje comprensivo -118% (7)
Retraso social -128% (14)

Ataxia Media* (n° pacientes)
Postural y marcha 48% (15)
Disartria 46% (15)
Funciones cinéticas 38% (15)
Movimientos oculares 30% (15)

*. (puntuacion media subescala/ méximo subescala) x 100.

So6lo se observaron alteraciones electroencefalogréaficas en 1 de los 2 pacientes, en
forma de descargas de punta-onda en regiones centrales. Ademas de las descargas de
punta-onda centrales descritas en el paciente con epilepsia, el trazado mostr6é en 3
pacientes sin crisis clinicas los siguientes hallazgos: descargas epileptiformes
generalizadas en 1 paciente, disminucion difusa de amplitud en otro caso, y un trazado

de base discretamente organizado en el paciente restante.

En 20 enfermos contamos con informacion sobre la aparicion previa de eventos stroke-
like. Estos se definieron como cuadros con sintomatologia compatible con un accidente
cerebrovascular agudo (ej. hemiparesia, afasia, paralisis facial central, somnolencia)
pero en ausencia de hallazgos en la neuroimagen relacionados con esta etiologia. De
los 4 pacientes que sufrieron episodios stroke-like (4/20, 20%), todos ellos presentaron
mas de un episodio, manifestandose en un rango de edad entre los 2 y los 32 afios. El
desencadenante fue un traumatismo craneoencefélico leve en 2 de los 4 casos, mientras

que en los otros 2 el desencadenante fue desconocido. Una paciente presentd multiples
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episodios clinicamente compatibles con pardlisis facial central desencadenados por
traumatismos, mostrando el ultimo de ellos a los 32 afios, momento en el que se inicié
tratamiento con clopidrogrel, sin nuevos eventos similares posteriores. Un paciente
recibié tratamiento con acido valproico inicialmente para ser sustituido después por
acido acetilsalicilico, mientras que otro fue tratado con acido acetilsalicilico en primera
instancia, para ser cambiado después por clopidogrel.

En base a los estudios neuropsicolégicos disponibles (ver primer articulo de este
apartado) y a la percepcion de los cuidadores y familiares, los pacientes presentaron
dificultades intelectuales centradas en problemas de atencion, lentitud para la ejecucion
de tareas, fatigabilidad e inteligencia verbal mas afectada que la manipulacién. El
cociente intelectual medio fue compatible con discapacidad intelectual leve (Cl medio
de 65). A nivel de conducta, se observaron estereotipias frecuentes, escasa flexibilidad
y conductas obsesivas en algunos casos, aunque en general mostraron un desarrollo

adecuado de sus habilidades sociales.

Se obtuvieron datos genéticos de 19 pacientes. En ellos, se encontraron 22 mutaciones
distintas. Dos de los pacientes (2/17) presentaron la misma mutacién en homocigosis
(p.P113L, p.E139K) debido a isodisomia materna. Se describi6 1 mutacién nueva
(c.523+3A>G), posiblemente afectando al splicing del precursor del RNA mensajero. Asi

mismo, se encontrd otra mutacion localizada en un intrén (IVS3+2T>C).

Con respecto a la actividad enzimatica, se dispuso de informacién en 11 pacientes, en
su mayoria obtenida a partir de fibroblastos. La tabla 10 muestra las relaciones entre el
genotipo, la actividad enzimatica, y la presentacion clinica (puntuacién ICARS;

neurolégica o multisistémica; leve, moderada o grave).
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Tabla 10. Relaciones genotipo-fenotipo y actividad enzimética de los pacientes
de la cohorte esparfiola con PMM2-CDG

Paciente

(edad, «I::Igi?:z ICARS eﬁ;}ggi% Genética 1* Genética 2* Fenotipo
género)*

1(5,F) N 10 30% (ND) R123Q C241S (3) - Leve

2 (8, M) N ND 28% (ND) R141H (5) R162W (3) - Leve

3 (10, M) N 23 ND R162W €.523+3A>G - Leve
4(8,F) M 61 33% (L) P113L (5) T118S+P184D - Grave
5(9, F) N 34 ND F157S R162W - Leve

6 (2, M) M ND 19% (ND) Y64C R141H - Moderado
7 (1m, F) M ND 33% (F) V129M IVS3+2T>C - Grave

8 (16, M) M 4 ND E93A R141H - Leve

9 (10m, F) M ND ND P113L F207S - Grave
105, F) N 70 ND P113L P113L - Grave

11 (2, M) N ND <10% (ND) E139K (3) F207S - Grave

12 (7, F) N 17 6% (ND) F157S C241S - Leve

13 (16, F) M 62 8,4% (ND) R123X 1153T - Grave

14 (5, M) M 50 ND R141K C241s - Leve

15 (10, F) M 47 16% (ND) P113L D209G - Grave

16 (7, M) N 18 ND L32R R141H - Leve

17 (10, F) N 60 9,5% (F) T237M €.640-9 T>G - Grave

18 (11, M) M 79 11,4% (ND) E139K E139K - Grave

19 (5, M) M ND ND G15E R141H - Moderado

ND: no disponible. ICARS: International Cooperative Ataxia Rating Scale. 1. Edad en el momento de la exploracion en
afos, salvo leyenda “m” indicando meses; M: masculino, F: Femenino. 2. N: Neuroldgica; M: Multisistémica. 3. L:
Linfocitos; F: Fibroblastos. 4. En negrita: mutaciones mas prevalentes en esta serie (su frecuencia se indica entre

paréntesis).
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2. Publicaciones cientificas

2.1 Aplicacion de la escala ICARS para la valoracion de la ataxia
cerebelosa en pacientes con PMM2-CDG, y su correlacion con los

estudios de neuroimagen y las pruebas cognitivas.

“Phosphomannomutase deficiency (PMM2-CDG): ataxia and cerebellar
assessment”

Mercedes Serrano, Victor De Diego, Jordi Muchart, Daniel Cuadras, Ana Felipe, Alfons
Macaya, Ramén Velazquez, M. Pilar Poo, Carmen Fons, M. Mar O’Callagan, Angels
Garcia-Cazorla, Cristina Boix, Bernabé Robles, Francisco Carratala, Marisa Giros, Paz
Briones, Laura Gort, Rafael Artuch, Celia Pérez-Cerda, Jaak Jaeken, Belén Pérez y
Belén Pérez-Duefias.

Orphanet Journal of Rare Diseases 2015; 10: 138.

En los articulos publicados hasta el momento, la evaluacién de la ataxia como principal
sintoma de los pacientes con PMM2-CDG, se limitaba a la descripcion clinica de sus
diferentes vertientes (ataxia de la marcha, dismetria, disartria, nistagmus, etc.). Por otro
lado, la valoracion de la atrofia del cerebelo también se habia restringido a una
descripcion de sus caracteristicas visuales, sin que se dispusiese de herramientas de
ponderacion adecuadas para la misma.

En este articulo, por primera vez en pacientes PMM2-CDG, se cuantifico el grado de
ataxia utilizando una escala objetiva, la escala ICARS, la cual fue ademas validada para
esta enfermedad. También por primera vez en la PMM2-CDG, se midio el grado de
atrofia del cerebelo en resonancia magnética cerebral, utilizando para ello una técnica
bidimensional de rapida y sencilla implementacion y reproducibilidad, el diametro
relativo medio-sagital del vermis (MVRD).

Adicionalmente, se correlacionaron las puntuaciones de la escala ICARS en pacientes
con las obtenidas en nifios sanos de la misma edad, y se compararon los resultados de
la escala ICARS en pacientes con: su grado de afectacion multisistémica (escala
pediatrica de valoracion de los CDG de Nijmegen, NPCRS), su grado de atrofia
cerebelosa (MVRD), y su cociente intelectual (1Q).

Finalmente, se describieron las caracteristicas clinicas de los pacientes participantes,
con especial atencién a sus particularidades genéticas y sus relaciones genotipo-

fenotipo.
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DOI 10.1186/513023-015-0358-y ORPHANET JOURNAL
OF RARE DISEASES

RESEARCH Open Access

Phosphomannomutase deficiency (PMM2- @
CDQ): ataxia and cerebellar assessment

Mercedes Serrano', Victor de Diego', Jordi Muchart?, Daniel Cuadras®, Ana Felipe®, Alfons Macaya®,

Ramén Velazquez®, M. Pilar Poo', Carmen Fons', M. Mar O'Callaghan', Angels Garcia-Cazorla', Cristina Boix',
Bernabé Robles’, Francisco Carratala®, Marisa Girés®, Paz Briones’, Laura Gort’, Rafael Artuch®, Celia Pérez-Cerdd'®,
Jaak Jaeken', Belén Pérez'® and Belén Pérez-Duefas’

Abstract

Background: Phosphomannomutase deficiency (PMM2-CDG) is the most frequent congenital disorder of
glycosylation. The cerebellum is nearly always affected in PMM2-CDG patients, a cerebellar atrophy progression is
observed, and cerebellar dysfunction is their main daily functional limitation. Different therapeutic agents are under
development, and clinical evaluation of drug candidates will require a standardized score of cerebellar dysfunction.
We aim to assess the validity of the International Cooperative Ataxia Rating Scale (ICARS) in children and
adolescents with genetically confirmed PMM2-CDG deficiency. We compare ICARS results with the Nijmegen
Pediatric CDG Rating Scale (NPCRS), neuroimaging, intelligence quotient (IQ) and molecular data.

Methods: Our observational study included 13 PMM2-CDG patients and 21 control subjects. Ethical permissions
and informed consents were obtained. Three independent child neurologists rated PMM2-CDG patients and control
subjects using the ICARS. A single clinician administered the NPCRS. All patients underwent brain MRI, and the
relative diameter of the midsagittal vermis was measured. Psychometric evaluations were available in six patients.
The Mann-Whitney U test was used to compare ICARS between patients and controls. To evaluate inter-observer
agreement in patients’ ICARS ratings, intraclass correlation coefficients (ICC) were calculated. ICARS internal consistency
was evaluated using Cronbach’s alpha. Spearman’s rank correlation coefficient test was used to correlate ICARS with
NPCRS, midsagittal vermis relative diameter and IQ.

Results: ICARS and ICARS subscores differed between patients and controls (p < 0.001). Interobserver agreement of
ICARS was “almost perfect” (ICC = 0.99), with a “good” internal reliability (Cronbach’s alpha = 0.72). ICARS was
significantly correlated with the total NPCRS score (r; 0.90, p < 0.001). However, there was no agreement regarding
categories of severity. Regarding neuroimaging, inverse correlations between ICARS and midsagittal vermis relative
diameter (r; —0.85, p=0.003) and 1Q (r; —0.94, p = 0.005) were found. Patients bearing p.E93A, p.C241S or p.R162W
mutations presented a milder phenotype.

Conclusions: ICARS is a reliable instrument for assessment of PMM2-CDG patients, without significant inter-rater
variability. Despite our limited sample size, the results show a good correlation between functional cerebellar
assessment, IQ and neuroimagingFor the first a correlation between ICARS, neuroimaging and 1Q in PMM2-CDG
patients has been demonstrated.

Keywords: Cerebellum, Congenital disorders of glycosylation, Developmental disorders, Gait disorders/ataxia, MRI,
Neuropsychological assessment
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Background

Congenital disorders of glycosylation (CDG) comprise
some 100 genetic disorders caused by impaired synthesis
of glycoconjugates [1, 2]. Mammals have eight major
glycosylation pathways in the endoplasmic reticulum and
Golgi, and the N-linked glycosylation pathway is by far the
best studied [3, 4].

Phosphomannomutase deficiency (PMM2-CDG, previ-
ously CDG-Ia), is the most frequent congenital disorder of
N-linked glycosylation and accounts for approximately
80 % of all diagnosed patients since it was described in
1980 [5]. PMM2-CDG is caused by mutations in PAMM?2
(*#6017850MIM), encoding an enzyme that catalyzes the
second step in the N-glycosylation pathway, the conver-
sion of mannose-6-phosphate to mannose-1-phosphate.

The CNS and peripheral nervous system are prime tar-
gets of PMM2-CDG deficiency, but many other systems
are affected, as in other CDG [2].

Early clinical signs of PMM2-CDG are usually abnormal
fat distribution, inverted nipples, strabismus and hypotonia.
Infants develop ataxia, psychomotor delay and extraneuro-
logical manifestations, including failure to thrive, enterop-
athy, hepatic dysfunction, coagulation abnormalities and
cardiac and renal involvement. The phenotype is extremely
variable: some patients develop a severe systemic illness
leading to early death [6, 7], and some patients show
milder forms with variable systemic and mild neuro-
logical involvement [2, 8].

Cerebellar involvement is a common feature of PMM2-
CDG. At birth, most children have marked hypotrophy of
the vermis and cerebellar hemispheres, followed by pro-
gression towards atrophy [9, 10]. However, in mild cases,
brain MRI may be normal [8]. Many key neurological
symptoms found in PMM2-CDG patients can be ex-
plained by this cerebellar syndrome (ataxia, dysmetria,
tremor, abnormal eye movements, dysarthria, and cogni-
tive deficits or low intelligence quotient (IQ)), leading to
major disability.

The recently validated Nijmegen Pediatric CDG
Rating Scale (NPCRS) based on the Newcastle Paediatric
Mitochondrial Disease Scale, evaluates multisystemic
data, including neurological involvement [11]. How-
ever, this scale does not specifically assess cerebellar
symptoms.

The International Cooperative Ataxia Rating Scale
(ICARS) is a neurologist-completed scale developed to
assess cerebellar ataxia [12], that has been recently vali-
dated in healthy children above 4 years of age [13]. ICARS
has been used in some genetic diseases such as Friedreich
ataxia, coenzyme Q deficiency and others [14, 15]. How-
ever, no standardized tools have been used to evaluate
cerebellar dysfunction in PMM2-CDG patients.

In the present study, we aim to assess the validity of the
ICARS in children and adolescents with genetically
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confirmed PMM2-CDG deficiency. ICARS results are
compared with NPCRS, neuroimaging, IQ and molecular
data.

Methods

Eligible patients included children and adolescents older
than four years of age with a molecular diagnosis of
PMM2-CDG. Exclusion criteria were severe cognitive
impairment or behavioral problems precluding complete
administration of the scales.

A pediatric age-matched control population was se-
lected. The control sample included children older than
four years recruited by open advertisement or from chil-
dren attending the Hospital Sant Joan de Déu (HSJD)
outpatient clinic for mild, untreated tensional headache.
Exclusion criteria were cognitive or behavioral problems.

ICARS involves a 100-point rating scale with higher
scores denoting more evident clinical abnormalities
(https://commondataelements.ninds.nih.gov/Doc/NOC/
International_Cooperative_Ataxia_Rating_Scale NOC_
Link.pdf) [12]. ICARS includes subscores for posture
and gait (0-34), kinetic functions (0-52), speech abnor-
malities (0—8) and oculomotor function (0-6). Three inde-
pendent child neurologists rated PMM2-CDG patients
simultaneously with the ICARS. All of the examinations
were videotaped following a standardized protocol for
educational and revision purposes. The NPCRS was ad-
ministered by one of the three child neurologists on the
same day as the ICARS assessment.

Brain MRI exams included T1 and T2-weighted,
diffusion-weighted and FLAIR sequences. An adapted
measurement procedure similar to the classic fetal cere-
bellum measurements was applied [16, 17]. The relative
diameter of the midsagittal vermis was calculated using a
midsagittal section and measuring total posterior cranial
fossa diameter in a linear segment from the posterior
commissura to the opisthium and the largest sagittal
diameter of the cerebellum parallel to the previous linear
segment. The ratio of the cerebellum diameter over the
total posterior cranial fossa diameter was used (Fig. 1).
Only those patients with MRI studies performed within
the two years preceding ICARS assessment were included
in this analysis (7 =9).

Biochemical and molecular studies were carried out in
all PMM2-CDG patients enrolled. Genetic analysis was
performed in the CEDEM-UAM in Madrid. Total mRNA
and genomic DNA were isolated from venous whole
blood or patient-derived fibroblasts using a MagnaPure
system following the manufacturer’s protocol (Roche
Applied Science, Indianapolis). Mutational analysis was
performed by genomic DNA analysis both in patients’ and
parents’ samples to assure that both changes are on differ-
ent alleles and to rule out the presence of a large genomic
rearrangement. In some cases the effect on splicing was
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Fig. 1 Midsagittal vermis relative diameter (MVRD). Legend: Midsagittal
vermis relative diameter (MVRD) was calculated using a midsagittal
section and measuring total posterior cranial fossa diameter (a linear
segment from the posterior commissura to the occipital bone at the
foramen magnum) and the largest axial diameter of the cerebellum
parallel to the previous linear segment. The fraction (cerebellum
diameter/total posterior cranial fossa diameter) is used to express the
proportion of both values: MVRD = 1004. The image represents MVRD
calculation of patient 5, with a MVRD result of 49 %

analyzed by cDNA profile analysis. The primers used for
c¢DNA and genomic DNA amplifications were designed
using the ENSEMBL database (http://www.ensembl.org/
index.html, ENSG00000140650) and GenBank accession
number NM_000303.2. Segregation genetic studies were
performed in all patients. Maternal isodisomy was de-
tected in patients 12 and 13 by SNP array analysis (Infi-
nium CytoSNP-850 K BeadChip).

For intelligence evaluation, six patients received struc-
tured neuropsychological testing; their global IQ, obtained
from WISC-IV-R or K-BIT tests, was used for analysis.

Ethical permission for the study was obtained from the
Research & Ethics Committee of the HSJD. Parents gave
their written informed consent and children/adolescents
gave their assent. Samples were obtained in accordance
with the Helsinki Declaration of 1964, as revised in
October 2013 in Fortaleza, Brazil.

Statistical analysis was performed using SPSS V.22.0
(Armonk, NY: IBM Corp.). The Mann—Whitney U test
was used to compare ICARS and ICARS subscales be-
tween patients and controls. To evaluate inter-observer
agreement in patients’ ICARS and ICARS sub-scales,
intraclass correlation coefficients (ICC) were calculated.
Internal consistency of the ICARS scale and its sub-
scales was evaluated using Cronbach’s alpha. Spearman’s
rank correlation coefficient test was used to study the
relationship between the ICARS and the NPCRS, mid-
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sagittal vermis relative diameter and IQ. To avoid the
confounding effect of age in the patient sample, a new
ICARS value for every patient was obtained subtracting
the mean values of the ICARS found in our control
population at different ages. All statistical tests were
two-sided. P-values <0.05 were considered significant.

Results

Thirteen PMM2-CDG children (mean age 9.3 years (SD
3.5; range [4.9-16.2]); five males, eight females) were
included in the study. One teenager affected by PMM2-
CDG was excluded due to severe cognitive impairment
that precluded the assessment of ICARS. Tables 1 and 2
show clinical, radiological and molecular data, ICARS
and NPCRS results. Twenty-one children between the
ages of four and fifteen years were included in the study
as control subjects (mean age 8.41 years (SD 3.2; Range
[4.0-14.3]); 13 males, eight females). Eleven were recruited
by open advertisement, and ten were outpatients.

ICARS and ICARS subscores were significantly different
between patients and controls (patients’ mean 41.1 vs.
controls’ mean 1.3; p = 0.01) (Fig. 2a). There was a statisti-
cally significant inverse correlation between the controls’
age and ICARS that was not present in patients (r; —0.86,
p <0.001).

The ICCs for interobserver agreement of ICARS (three
different observers) was scored “almost perfect” (ICC =
0.99), with an internal reliability when the four subscales
are included scoring as “good” (Cronbach’s alpha = 0.72).
Only exclusion of the oculomotor subscore would have
increased Cronbach’s alpha. Inter-item evaluation in every
subscale reliability was scored “excellent” for postural/gait,
kinetic and dysarthria subscores (0.96, 0.94 and 0.88, re-
spectively) and “poor” for the oculomotor subscale (0.20).

The ICARS score was positively correlated with the
total NPCRS score (rg 0.90, p < 0.001) (Fig. 2b). However,
patients with high ICARS values (60, 61 and 70, respect-
ively) were in the low-moderate category of severity
according to the NPCRS, and only the most severe
patient (79 total ICARS) was in the low range of the
severe category in the NPCRS (Fig. 2b). Regarding
the NPCRS sections, ICARS correlated with Section
I (Current Function) (rg 0.92, p <0.001), and Section
III (Current Clinical Assessment) (rs 0.88, p <0.001) but
not with section II (System Specific Involvement) (r; 0.35,
p=027).

Regarding the genetic basis, 14 different previously de-
scribed mutations were identified, and one novel mutation
(c.523 + 3A > G). Eleven patients were compound hetero-
zygous and two were homozygous for the p.P113L or
p.E139K. Both patients presented a maternal isodisomy.
Transcriptional profile analysis of patient 6 patient-derived
fibroblasts revealed an aberrant transcript due to skipping
from exon 3 to 6 (r.179_523del345, p.Val60_lle174del).
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Table 1 Molecular findings and multiorgan characteristics
Patient/Sex 1 Male 2 Female 3 Female 4 Male 5 Male 6 Female 7 Female 8 Male 9 Female 10 Female 11 Female 12 Female 13 Male
Molecular p.E93A/ pR123Q/ pF1575/  plL32R/ p.R162W/ p.F1575/ pP113L/ p.C241S/ pT237M/  pP113L/ p.R123X/ p.P113L/ p.E139K/
findings pR141H p.C241S p.C241S pR141H €523+ p.R162W p.0209G pR141H 6409 c353C>T+ p153T p.P113L p.E139K
3A>G T>G c550C > A
Age at 15 years/ 6 years/ 8 years/ 7 years/ 10 years/ 10 years/ 11 years/ 5years/ 11years/ 8 years/ 16 years/ 6 years/ 11 years/
evaluation/ 21 months 9 months 8 months  Newborn 3 months 8 months Newborn 25 years 8 months 7 months Newborn 3 months Newborn
age at onset
Dysmorphic  Large normal  Almond No Anteverted Inverted Lipodystrophy  Almond No Almond Almond Almond Almond Almond
features setting ears slanted ears nipples slanted eyes, slanted slanted slanted eyes,  slanted slanted eyes,
eyes lipodystrophy eyes eyes, low thick lips, eyes, broad face,
anteverted pronounced  broad face, large mouth,
ears, cheekbones,  large lipodystrophy
lipodystrophy  lipodystrophy — mouth,
lipodystrophy,
Cardiac No No No No No No No No No No No PDA Truncus
involvement arteriosus
Digestive Diarrhea, No No Vomits No TALT TALT, AST No TALT, AST  Growth failure, Vomits, TALT, AST Failure to
involvement  hypoglycemia (only perinatal hypoglycemia  growth drive
period) failure,
diarrhea
Coagulation | AT-Il,PC | AT, | AT-IL PC | AT-lll, PC Normal T PT, AT, | PC,PS No LFXI 1PT, aPTT, | aPTT 1 AT 1PT
PC P P
G Ps > LAT-I, PC, PS
Endocrine No No No No No No Hypergonadotropic  No No Mild 1TSH, Delayed ND No
involvement hypogonadism hypoglycemia  puberty
Kidney Nephro No No No No No No No No tEchogenicity, Proteinuria No No
involvement  calcinosis nephrolithiasis
Eye Strabismus, Strabismus  Strabismus  Strabismus, Strabismus, Strabismus, Strabismus, No Strabismus  Strabismus, Strabismus, Strabismus, Strabismus
abnormalities  pigmentary upgaze hypermetropia, saccadic hypermetropia hypermetropia, upgaze upgaze hypermetropia
retinopathy deviation astigmatism movements astigmatism, deviation, deviation,
hypermetropia abnormal ERG saccadic retinopathy,
movements hypermetropia

PDA Persistent ductus arteriosus, ALT Alanine transaminase, AST Aspartate transaminase, 1 Increased values, | Decreased values, AT-lll Antithrombin Ill, PC Protein C, PS Protein S, FXI Coagulation factor XI,

aPTT Activated partial thromboplastin time, FIX Coagulation factor IX, PT Prothrombin time, ND No data available, TSH Thyroid stimulating hormone
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Table 2 Molecular findings and neurological evaluation (neurcimaging, 1Q, NPCRS and ICARS results)

Patient/Sex 1 Male 2 Female 3 Female 4 Male 5 Male 6 Female 7 Female 8 Male 9 Female 10 Female 11 Female 12 Female 13 Male
Molecular p.E93A/ pR123Q/ pF157%/ pl32R/  pRI62W/ pF157S/  pP13L/  pQ241S/  pT237M/ pP113L/ pR123X/ pP113L/ p.E139K/p.E139K
findings pR141H p.C2415 p.C2415 pR141H  ¢523+3A>G pRIG2ZW p.D209G  pRI14IH  c6409T>G ¢353C>T+  pli53T pP113L

c550C> A

Age at 15 years 6 years 8 years 7 years 10 years 10 years 11 years 5 years 11 years 8 years 16 years 6 years 11 years

evaluation

Peripheral Motor- No NC/ No NC/ No No NC/|DTR  Slow nerve No No NC/ No NC/ Slow nerve Slow nerve  No NC/JDTR  No NC/|DTR

neuropathy  sensory LDTR LDTR conduction LDTR LDTR conduction conduction
axonal n velocity velocity
europathy

Epilepsy No No No No No No No No No No No No Yes

Psychometric  1Q 91 ND IQ 89 ND IQ 78 (K-BIT) 1Q 59 ND ND ND IQ 66 (K-BIT) IQ 40 (K-BIT) ND ND

evaluation (WISC-IV) (WISC-IV) (WISC-IV)

MRI findings ~ Mild Cerebellar  Global ND Global Global Global Global Cerebellar Global Global Global Global cerebellar
prominence vermis cerebellar cerebellar cerebellar  cerebellar cerebellar  vermis cerebellar cerebellar cerebellar and pons atrophy,
cerebellar atrophy atrophy atrophy atrophy atrophy  atrophy  atrophy atrophy, atrophy with  atrophy ventricular
folia juxtacortical ~ pons atrophy enlargement

signal change

MRI MVRD 67 % 46 % No recent No recent 49 % 46 % 35 % No recent  No recent 35 % 29 % 36 % 28 %

MR MR MRI® MRF
NPCRS 6 8 8 12 8 1 20 13 16 18 22 16 27
ICARS 4 10 17 18 23 34 47 50 60 61 62 70 79

NC Nerve conduction studies, DTR Deep tendon reflexes, /Q Intelligence quotient, WISC-IV Wechsler Intelligence Scale for Children, Fourth edition, K-BIT Kaufman Brief Intelligence Test, Second edition,
MVRD midsagittal vermis relative diameter, NPCRS Nijmegen Pediatric CDG Rating Score, ICARS International Cerebellar Assessment Rating Scale
“See criteria in the text to include MRI in the analysis
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Fig. 2 ICARS results in patients versus control subjects, and correlations with NPCRS, neuroimaging and 1Q findings. Legends: a ICARS: Patients’
mean 41.1 vs Controls’ mean 1.3 (p < 0.01); Postural-gait subscore: Patients' mean 15.3 vs Controls" mean 04 (p < 0.01); Kinetic subscore: Patients’
mean 20.2 vs Controls’ mean 0.8 (p < 0.01); Dysarthria subscore: Patients’ mean 3.5 vs Controls’ mean 0.1 (p < 0.01); Oculomotor subscore: Patients’
mean 1.7 vs Controls' mean 0.1 (p < 0.01). b ICARS was statistically correlated with NPCRS with a positive coefficient of correlation (rs 0,90, p < 0.001).
Regarding NPCRS sections, ICARS was correlated with Section | (Current Function) (r; 0.92, p = 0.001), and Section lll (Current Clinical Assessment)
(r; 0.88, p < 0.001) but not with Section Il (System Specific Involvement) (r, 0.35, p=0.27). ¢ ICARS is negatively correlated with midsagittal vermis
relative diameter (rs —0.87, p = 0.003). d There is a negative correlation between ICARS and intelligence quotient (rs —0.94, p = 0.005)

Patients bearing p.E93A, p.C241S or p.R162W mutations
presented a milder phenotype with less severe ICARS
and milder cerebellar findings on MRI. Patients bear-
ing p.P113L and E139K presented the most severe
ICARS and cerebellar atrophy (Fig. 3).

All patients showed different degrees of cerebellar
atrophy on MRI, mostly vermian atrophy. The cerebellar
atrophy was more evident in those with higher ICARS
(Fig. 3). An inverse correlation between midsagittal vermis
relative diameter and ICARS was found (r, -0.85, p =

0.003) (Fig. 2c). Midsagittal vermis relative diameter was
also inversely correlated with NPCRS (r; —0.95, p < 0.001).

Concerning IQ, despite the small number of patients
available, there was a negative correlation between ICARS
and 1Q (rg —-0.94, p =0.005) (Fig. 2d), NPCRS and IQ
(rg —0.94, p=0.005) and midsagittal vermis relative
diameter and IQ (ry -0.90, p = 0.037).

To avoid the confounding effect of age in the patients’
sample, a new ICARS value for every patient was ob-
tained subtracting the mean values of ICARS found in
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Fig. 3 ICARS and neuroimaging findings

our control population at different ages. All of the above
described significant correlations between ICARS and
NPCRS, MRI findings or IQ remained unchanged when
the new ICARS value was introduced into the analyses.

Discussion

ICARS is a commonly used evaluation for patients with
ataxia. It is an exhaustive scale from which some other
derivatives, such as BARS (Brief Ataxia Rating Scale),
have been created to increase the speed of the evalu-
ation. The value of ICARS, BARS and SARA (Scale for
the Assessment and Rating of Ataxia) have recently been
validated in the pediatric population above 4 years of
age [13]. SARA includes a restricted number of items;
for instance, oculomotor abnormalities are not included,
which is a major drawback because they are frequently
found in PMM2-CDG patients. The previous evidence
of ICARS reliability when applied to children underlines
the necessity of age correction in the interpretation of
absolute ICARS results. This is particularly true in the
sub-scores of posture and gait and limb coordination, as
both areas are the most influenced by variation in fine
and gross motor skills and change during normal neuro-
development [13].

Regarding pediatric patients under 4 years of age, at the
present time, big efforts are being performed by patients’
associations and clinicians to develop an ataxia rating
score.

In the present study, differences in ICARS scores be-
tween PMM2-CDG patients and controls were important
and statistically significant. There was no age effect in
patient scores when a “corrected-by-age” ICARS was in-
cluded in the analysis. This fact is probably due to the
limited impact of age compared to the effect of the clinical
phenotype.

When applying ICARS, inter-observer variability varied
between “almost perfect” and “substantial”. Concerning
inter-item reliability for every subscale, the worst results
were obtained regarding oculomotor abnormalities. This

may be explained by the fact that only three items were
evaluated and by the influence of the collaboration of the
patient, hampering proper scoring and data interpretation.
This methodological issue should prompt reconsideration
of SARA, a scale that does not rely upon evaluation of
oculomotor abnormalities. However, this is a major draw-
back because signs of oculomotor dysfunction were fre-
quently observed in our series of PMM2-CDG patients,
and the oculomotor subscore was significantly higher in
patients compared to controls (Fig. 2a).

Non-cerebellar aspects of the neurological spectrum of
PMM2-CDG patients can act as potential confounders to
ICARS assessment, such as muscle weakness, peripheral
neuropathy, extracerebellar muscle hypotonia and cogni-
tive impairment, increasing the final score. Sival et al.
evaluated sensory ataxia and muscle weakness in children
affected by Friedreich ataxia scored using ICARS [14].
They conclude that only maximal sensory ataxia and pro-
nounced muscle weakness increase the ICARS score,
reaching a maximal plateau. None of our included PMM2-
CDG patients had pronounced muscle weakness or severe
peripheral neuropathy. Moreover, unlike Friedreich ataxia,
spinal cord abnormalities are not included in the PMM2-
CDG phenotype.

Concerning cognitive impairment as a further limita-
tion to ICARS, we facilitated the comprehension of the
different maneuvers by training the patient before the
final evaluation. In addition, we allowed the patients to
imitate movements, as they completed the test together
with their siblings or parents. The evaluators found that
the patients’ comprehension was enough to understand
and perform the maneuvers in thirteen PMM2-CDG
patients. However, one teenager was excluded from the
study due to severe cognitive impairment that precluded
the assessment of ICARS. We found limb coordination
and oculomotor sub-scores the more challenging items
both for patients and controls.

In summary, two main limitations should be considered
in a particular patient when rating a PMM2-CDG patient
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with ICARS; the level of cooperation/comprehension as
well as sensory abnormalities and/or peripheral neur-
opathy. Considering that PMM2-CDG patients usually
associate cognitive impairment, their neurodevelopmental
quotient is relevant for the interpretation of ICARS.
Finally, future longitudinal studies will be necessary to
demonstrate the validity of this scale when assessing the
progression of cerebellar manifestations in PMM2-CDG.

The NPCRS is a scale based on the Newcastle Pediatric
Mitochondrial Disease Scale recently validated for CDG
patients, reflecting cross-usefulness in these two groups of
diseases with multiple organ system involvement [11]. Al-
though NPCRS is a good tool for the global evaluation of
the patient, it has poor specificity for cerebellar symptoms.
In PMM2-CDG, ataxia, and, to a lesser extent, other
neurological abnormalities, appear to be the main cause of
the patients’ daily limitations. Therefore, the ICARS seems
a more precise option when addressing functional disabil-
ity in PMM2-CDG. In our study there was a good correl-
ation between ICARS and total NPCRS results. However,
the NPCRS did not seem to discriminate between moder-
ate and severe cerebellar phenotypes.

Due to the broad mutation spectrum in the Spanish
population [8], and our limited sample size, our ability
to reach conclusions regarding genotype-phenotype corre-
lations is limited. However, some conclusions can be
drawn by taking into account the reported functional
effects of some mutations [18], and the patient’s pheno-
type described in this work. Among our patients, p.E93A,
p.C241S and p.R162W mutations that retain residual ac-
tivity, combined with null missense mutations with no re-
sidual activity (p.R141H, p.R123Q or p.F157S) or splicing
and nonsense mutations (c.523 +3A >G and p.R123X)
were observed with milder phenotypes. Therefore, these
mutations p.E93A, p.C241S and p.R162W can be consid-
ered milder mutations. It is noteworthy that the two
homozygous patients present the most severe phenotype.
Regarding the mutation showed by patient 13, the
p-.E139K mutant protein retains 25 % of its residual activ-
ity, and the protein can be expressed at a sufficient level
in vivo to confer residual activity compatible with life [19],
being found in milder phenotypes. Concerning the muta-
tion showed by patient 13, p. P113L mutation affects
PMM2 dimerization and is present in this work in three
patients associated with different phenotypes being associ-
ated with a less severe phenotype in heterozygosity [18].
Importantly, patients 12 and 13 presented a segmental
maternal chromosome isodisomy [20] a genetic condition
reported in chromosome 16 [21]; other sequence variants
present in this homozygous region could affect the clinical
features in these two patients.

An important neurological feature in PMM2-CDG is
cerebellar ataxia. No clear correlation between the sever-
ity of ataxia and cerebellar imaging has been reported
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previously. In our sample, an apparent relationship was
observed between ICARS and the severity of cerebellar
atrophy because higher ICARS scores were associated
with wider inter-folia spaces and lower cerebellar vol-
umes by visual inspection. A more objective, simple and
very easy measure is the midsagittal vermis relative diam-
eter as performed on MRI studies. A negative correlation
between cerebellar measures and ICARS supports a clin-
ical and anatomical correlation; however, this simple
measure can be biased by many factors. 3D segmentation
and measurement of the cerebellum has proven to be
most accurate in assessing cerebellar volume as has been
reported in other genetic diseases [22]. Unfortunately, in
the vast majority of our recruited patients, only non-
volumetric MRI scans were available. Therefore, we have
been forced to use a linear measurement approach similar
to the classic fetal cerebellum measurements [16, 17], in
order not to repeat MRI examinations for ethical reasons
(most of the patients would probably need sedation).
Although this method is not as precise, it is easily repro-
ducible and is able to show gross cerebellum size anomal-
ies in relationship to the posterior fossa size. Furthermore,
in patients with more than one MRI, a progression of
the cerebellum atrophy was found (data not reported).
Whether this neuroimaging progression correlates with a
measurable clinical worsening and whether this progres-
sion is pointing toward a therapeutic window deserves
further studies.

Regarding supratentorial abnormalities, patient 13
showed lateral ventricular enlargement. This patient under-
went cardiac surgery during the newborn period and
suffered a prolonged cardiorespiratory arrest during the
procedure. This hypoxic-ischemic event may explain neu-
roimaging findings aside from the expected cerebellar
atrophy.

The cerebellum, while once considered a brain region
principally involved in motor control and coordination,
is increasingly associated with a range of neuropsycho-
logical and neuropsychiatric presentations. In patients
who suffer from different cerebellar disorders, cerebellar
degeneration and focal cerebellar lesions, impairments
in attention, memory, executive functions and intelligence
quotient demonstrate that the cerebellum likely plays a
significant role in numerous higher cognitive functions
such as language, cognitive and emotional functions [23].
The analysis of all of these traits in our patients was not
within the scope of our present work. However, interest-
ingly, a negative correlation between ICARS and QI was
found. Again, this is a complex issue that deserves further
study.

Conclusions

In conclusion, our study demonstrates the reliability of
ICARS for the assessment of cerebellar involvement in
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PMM2-CDG patients, showing no significant inter-rater
variability. Our results suggest a correlation between cere-
bellar symptoms and neuroimaging findings that needs to
be further explored.
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Sintesis de los resultados

e La escala ICARS demostré ser un instrumento fiable para cuantificar la gravedad
clinica de la ataxia en nifios con PMM2-CDG, apreciandose una diferencia significativa
entre los valores obtenidos en pacientes y en controles emparejados por edad, una

excelente validez interobservador y una buena consistencia interna.

¢ En cuanto a las subescalas del ICARS, también se observo una diferencia significativa
entre casos y controles, una excelente validez interobservador, y una buena
consistencia interna global. Al analizar la consistencia interna por areas individuales,
ésta fue excelente entre las puntuaciones de postura y marcha, funciones cinéticas y

disartria; pero pobre para la subescala oculomotora.

e La escala ICARS se correlaciond positivamente con el grado de afectacion
multisistémica (NPCRS) en nifios con PMM2-CDG. Aunque constituyen el principal
marcador de funcionalidad, se observé que el grado de ataxia y sindrome cerebeloso
tuvieron un impacto relativamente bajo en la escala NPCRS, considerada de referencia

para clasificar la gravedad de estos pacientes.

e La correlacion entre el grado de ataxia segun la escala ICARS, y el nivel de atrofia

cerebelosa cuantificado con el MVRD, fue significativa.

e Se apreciaron, ademas, correlaciones significativas entre la escala ICARS y la
capacidad intelectual, entre el MVRD vy la capacidad intelectual, y entre el NPCRS y la

capacidad intelectual.

e En referencia a los aspectos genéticos, se describié una mutacion no identificada
previamente (c.523+3A>G). Por otro lado, los pacientes portadores de las mutaciones
p.E93A, p.C241S o p.R162W presentaron fenotipos mas leves con menor puntuacion
en la escala ICARS, mientras que los pacientes con las mutaciones p.P113L y p.E139K
mostraron puntuaciones mas altas en ICARS, mayor gravedad y mayor atrofia

cerebelosa.
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2.2 Evolucion neurorradiologica de la atrofia cerebelosa en la PMM2-CDG
cuantificada mediante medidas bidimensionales (MVRD) y volumetria.

“Longitudinal volumetric and 2D assessment of cerebellar atrophy in a
large cohort of children with phosphomannomutase deficiency (PMM2-
CDG)”

Victor de Diego, Antonio F. Martinez-Monseny, Jordi Muchart, Daniel Cuadras, Raquel
Montero, Rafael Artuch, Celia Pérez-Cerda, Belén Pérez, Belén Pérez-Duefias, Andrea
Poretti, Mercedes Serrano, Colaboradores del Consorcio Espafiol en CDG.

Journal of Inherited Metabolic Disease 2017; 40 (5): 709-713.

La ataxia cerebelosa es el sintoma dominante y el principal causante de discapacidad
en pacientes con PMM2-CDG. Esta ataxia tiene su origen en una atrofia del cerebelo
determinada por lesién neuronal, afectando especialmente a las células de Purkinje y
granulosas del cortex cerebeloso.

La atrofia del cerebelo se diagnostica habitualmente por descripcion radioldgica. Varios
estudios cualitativos y transversales en RMN de pacientes han mostrado este hallazgo,
junto con hiperintensidades en el cortex cerebeloso en secuencias T2. Por otro lado, se
sospecha que los pacientes con PMM2-CDG experimentan una progresion de la
mencionada atrofia, pero no existen estudios longitudinales que confirmen esta
observacion.

Ademas de los estudios anatomopatoldgicos, la volumetria del cerebelo a partir de
imagenes de RM cerebral, es el método cuantitativo de eleccion para medir con
precision el volumen del cerebelo, y una herramienta valiosa en pacientes con atrofia
cerebelosa. Adicionalmente, estas técnicas volumeétricas son especialmente Utiles para
realizar correlaciones con el fenotipo clinico. Hasta el momento, el andlisis volumétrico
Gnicamente se ha utilizado para asociar el grado de atrofia con la severidad clinica de
la ataxia en algunas patologias, como la ataxia espinocerebelosa (SCA).

Segun nuestro conocimiento, este es el primer estudio en el que se demuestra la atrofia
cerebelosa en pacientes PMM2-CDG mediante medidas cuantitativas bidimensionales
y volumétricas. Ademas, se trata de la primera investigacion en evidenciar la progresion
de dicha atrofia y establecer su ritmo de evolucion en funcién de la edad de los

pacientes.
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Abstract

Objective We aim to delineate the progression of cerebellar
atrophy (the primary neuroimaging finding) in children with
phosphomannomutase-deficiency (PMM2-CDG) by analyz-
ing longitudinal MRI studies and performing cerebellar volu-
metric analysis and a 2D cerebellar measurement.

Methods Statistical analysis was used to compare MRI mea-
surements [midsagittal vermis relative diameter (MVRD) and
volume] of children with PMM2-CDG and sex- and age-
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matched controls, and to determine the rate of progression of
cerebellar atrophy at different ages.

Results Fifty MRI studies of 33 PMM2-CDG patients were
used for 2D evaluation, and 19 MRI studies were available for
volumetric analysis. Results from a linear regression model
showed that patients have a significantly lower MVRD and
cerebellar volume compared to controls (p <0.001 and
P2 <0.001 respectively). There was a significant negative cor-
relation between age and MVRD for patients (p = 0.014). The
rate of cerebellar atrophy measured by the loss of MVRD and
cerebellar volume per year was higher at early ages (=
—0.578, p=0.012 and r=-0.323, p = 0.48 respectively), par-
ticularly in patients under 11 years (p =0.004). There was a
significant positive correlation between MVRD and cerebellar
volume in PMM2-CDG patients (r=0.669, p=0.001).
Conclusions Our study quantifies a progression of cerebellar
atrophy in PMM2-CDG patients, particularly during the first
decade of life, and suggests a simple and reliable measure, the
MVRD, to monitor cerebellar atrophy. Quantitative measure-
ment of MVRD and cerebellar volume are essential for corre-
lation with phenotype and outcome, natural follow-up, and
monitoring in view of potential therapies in children with
PMM2-CDG.

Phosphomannomutase deficiency (PMM2-CDG), caused by
mutations in PMM2 (OMIM: 601785), is the most frequent
congenital disorder of N-linked glycosylation (Freeze et al
2014, Freeze et al 2012). Patients with PMM2-CDG develop
a cerebellar syndrome with axial and limb ataxia, abnormal
eye movements, dysarthria, and cognitive impairment, caus-
ing long-term disability (Pérez-Dueiias et al 2009).
Neuroimaging and neuropathology studies showed a selective
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involvement of the cerebellum in PMM2-CDG (Feraco et al
2012, Antoun et al 1999, Aronica et al 2005).

Qualitative, cross-sectional MRI studies revealed cere-
bellar atrophy and T2-hyperintense signal of the cerebel-
lar cortex that are probably due to neuronal loss and sec-
ondary gliosis. In PMM2-CDG, the neuroimaging litera-
ture is mostly based on qualitative studies to assist the
diagnosis. Cerebellar atrophy is suspected to progress
(Barone et al 2015), but no longitudinal MRI studies have
previously quantified the rate of progression of cerebellar
atrophy during the evolution of the disease. Only a study
from our group correlated qualitative neuroimaging eval-
uation and disease severity (Serrano et al 2015). Although
there is no reference validated method to measure cere-
bellar volume, due to its complex shape and folding, in
other genetic cerebellar diseases, quantitative evaluation
of MRI studies has been increasingly applied and may
detect mild abnormalities that remained undetected by
qualitative image evaluation alone. In addition, quantita-
tive volumetric measurements are ideal for correlation
with the phenotype. In a few types of spinocerebellar
ataxia (SCA), the results of volumetric analysis have been
shown to correlate with the severity of the disease as
measured by ICARS (Klockgether et al 1998, Lukas
et al 2011, Eichler et al 2011).

In this study, we evaluated the progression of cerebellar
atrophy in children with PMM2-CDG using midsagittal ver-
mis relative diameter (MVRD) and volumetric analysis.

Methods

Ethical permission for the study was obtained from the
Research & Ethics Committee of the Sant Joan de Déu
Hospital (SJDH). Parents gave their written informed consent.
Samples and data were obtained in accordance with the
Helsinki Declaration of 1964, as revised in October 2013
(Fortaleza, Brazil).

Children with a genetically confirmed diagnosis of
PMM2-CDG and brain MRI studies without artifacts were
included. Neurological complications, such as ischemic or
hemorrhagic stroke, were exclusion criteria. Basic demo-
graphic data including age and gender were collected.
Age- and sex-matched controls were selected from the
SJDH neuroimaging database. All the control MRIs were
performed in the SJDH following the same protocol.
Control patients underwent MRI studies due to headache
(n=28), mild focal epilepsy (N=7), minor head trauma
(n=12), patient at risk for familial antecedents of aneu-
risms (n=2), tic disorder (n=1). A child neuroradiologist
ruled out morphologic abnormalities, and MRIs were
interpreted as normal. Clinical records have been
reviewed (from hospitals and ambulatory centers)

@ Springer

12 months after the MRI acquisition, and patients
remained free of cerebellar symptoms. For volumetric
comparisons, in order to reduce biases, two controls for
every patient were included in the analysis.

MRI obtained at the SIDH were performed on a 1.5T
MR scanner scan (Signa Excite, GE, Milwaukee, WI,
USA) and included a sagittal or 3D-T1-weighted, axial
T2-weighted and FLAIR, and diffusion weighted images.
Regarding brain MRI studies performed in other institu-
tions (15 different institutions from Spain) we accepted all
the studies including at least T1-weighted, T2-weighted,
FLAIR, and diffusion weighted images in the axial, sag-
ittal, and coronal planes. Regarding volumetric studies, all
were performed in Sant Joan de Déu Hospital, with the
only exception of two MRIs from the same patient. For
this analysis a volumetric 3D T1 sequence was required
(3D IR FSPGR in our MR scanner, 1.5T Signa HDxt
General Electric). For the 2D evaluation of the vermian
size, we used the MVRD. The MVRD is typically used to
assess the size of the vermis in fetuses and has been suc-
cessfully applied in children with PMM2-CDG by our
group (Fig. 1) (Serrano et al 2015). To quantify the pro-
gression of cerebellar atrophy, we used the following for-
mula: (MVRD of the first MRI-MVRD of the follow-up
MRI)/time interval between both MRI studies (years). A
positive result represents a decrease in cerebellar size.
Due to the differences in the follow-up protocols among
different hospitals the possibility of having two MRIs was
arbitrary and did not correlate with clinical severity of the
patient.

For volumetric analysis, 3D-T1-weighted images were
transferred to the Philips IntelliSpace Portal 4.0 software
[http://www.mea.philips.com/healthcare/product/
HCNOCTN281/intellispaceportal-7] and automatically
reconstructed in three planes. A pediatric neurologist with
experience in imaging post-processing manually delineated
the cerebellar contours excluding the cerebellar peduncles,
fourth ventricles, and interfolial spaces on contiguous sagittal
images, reviewed the accuracy of the delineation on the other
planes, and calculated the cerebellar volume in cm3 (Fig. 1).

Statistical analysis was performed using SPSS V.22.0
(Statistical Package for the Social Sciences, Armonk, NY:
IBM Corp.). Pearson’s correlation coefficient was calcu-
lated to explore the relationship between MVRD and cer-
ebellar volume. To evaluate the evolution of both the
MVRD and the cerebellar volume depending on age at
MRI, Pearson’s correlation coefficient and linear regres-
sion models with age, group (patients and control sub-
jects) and their interaction as independent variables were
used. For MVRD and cerebellar volume measurement,
each MRI was paired with one (MVRD) or two (cerebel-
lar volume) MRIs of sex- and age-matched controls. P
values < 0.05 were considered significant.
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Fig. 1 Images from volumetric
and MVRD evaluations. a
Volumetric evaluation (/eff) and
MVRD (right) of a 7-year-old
PMM2-CDG patient (above, A)
compared with images of a 7-year
control (below, control). Patient B
is a boy with genotype ¢.484C >
T/ ¢.523 + 3A > G. The cerebellar
volume of the patient was

40.4 cm®, MVRD was: 0.57, and
the ICARS score 23/100. The
cerebellar volume of the 7-years
control was 119.0 cm® and the
MVRD was 0.85. b Volumetric
evaluation (/eft) and MVRD
(right) at different ages of a
PMM2-CDG patient (B), at the
ages of 15 months (above) and

8 years (below). At 15 months, the
cerebellar volume was 62.2 cm?

Control7 yr

\

compared to a 15-months control
volume of 101.7 cm’, and the
MVRD was 0.57, compared to a
15-months-control MVRD of
0.77. At 8 years of age the cere-
bellar volume was 55.1 cm®
compared to an 8-year control
volume of 132.7 cm?, and the
MVRD was 0.47, compared to an
8-year control MVRD of 0.88. At
8 years of age, the ICARS score
was 16/100. Patient A is a girl
with genotype ¢.470T>C/
¢.722G>C

Results

Fifty MRI studies of 33 children with PMM2-CDG were used
to measure MVRD.

For 13 patients, more than one MRI study (see distribution
in Fig. 2e) was available. Fifty MRI studies of 50 controls
were used for comparison. Nineteen 3D-T1-weighted MRI
data of 12 PMM2-CDG patients (for six patients, more than
one set of 3D-T1-weighted MRI data was available) were
available for volumetric analysis. Thirty-eight 3D-T1-
weighted MRI data of 38 controls were used for comparison.

The linear regression model showed a significantly lower
MVRD in patients compared to controls (p <0.001). There
was a significant negative correlation with age (p=0.014),
that is, patients had a decrease in their MVRD over time, in
contrast to controls (Fig. 2a).

The cerebellar volume was significantly lower in patients
compared to controls (»p <0.001). For both patients and con-
trols, a positive correlation was found between cerebellar vol-
ume and age at MRI, but the correlation was significantly
weaker for patients compared to controls (p=0.02)
(Fig. 2b). If the patient with the mildest phenotype is excluded
as an outlier, the correlation was negative (r=-0.368, p=
0.133) (Fig. 2¢).

In patients, we found a significant positive correlation be-
tween MVRD and cerebellar volume (r=0.669, p=0.001)
(Fig. 2d).

In all patients with more than one MRI study, MVRD and
cerebellar volume decreased over time (Fig. 2e and f). The
decrease rate in MVRD and cerebellar volume calculated by
the percentage loss per year of MVRD (green dots) and cere-
bellar volume (red dots) per year showed a significantly
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Fig. 2 Graphical representation of volumetric and 2D results. a Linear
regression model: patients have significantly lower MVRD compared to
controls (p <0.001). There is a significant negative correlation between
age and patients (p=0.014). b Patients have lower cerebellar volume
compared to controls (p < 0.001). As a group, there is an increase in
cerebellar volume with age for both patients and controls, but the
increase in cerebellar volume is significantly lower for patients
compared to controls (p =0.02). Encircled dots belong to the same
patient at 13 and 16 years of age, with a very mild clinical phenotype. ¢
Linear regression model excluding the outlier data encircled in the
previous figure. Cerebellar volume tend to decrease with age (p=
0.133). d There is a significant positive correlation between cerebellar

negative correlation with the age of the patients (»=-0.578,
p=0.012, and r =—0.323, p = 0.48, respectively ), as shown in
Fig. 2g. Patients younger than 11 years of age showed a more
severe percentage decrease in MVRD per year compared to
patients older than 11 years (p =0.004) (Fig. 2h).

Discussion

Our study confirmed cerebellar atrophy in patients with
PMM2-CDG compared to controls using two quantitative
measurements and showed that cerebellar atrophy is progres-
sive over time. The good correlation between MVRD, a mea-
surement of the vermis alone, and global cerebellar volume
suggests that atrophy similarly affects the vermis and cerebel-
lar hemispheres in PMM2-CDG.

To our knowledge, this is the first study that applies volu-
metric analysis to quantify cerebellar atrophy in children with
PMM2-CDG. In general terms, volumetric analysis is the gold
standard for volume measurement. Although there is no

@ Springer

volume and MVRD (r=0.669, p =0.001) in PMM2-CDG patients. e
Decrease of MVRD over time. The points connected by lines show
MVRD measurements of the same patient. For eight and five patients,
two and three MRI studies per patient, respectively, were available at
different ages (31 MRI studies). f Decrease of cerebellar volume over
time. The points connected by lines show cerebellar volume measure-
ments of the same patient. g Graphical representation of the rate of cere-
bellar atrophy by percentage loss of MVRD (green dots) (r=—0.578, p=
0.012) and cerebellar volume (red dots) (r=-0.323, p =0.48) per year for
those patients having more than one MRI. h Loss of MVRD is signifi-
cantly higher before 11 years of age (medium loss per year 5.46%), than
after 11 years of age (media loss per year 1.54%) (p = 0.004)

reference validated method to measure cerebellar volume,
due to its complex shape and folding, volumetric analysis
have been useful in longitudinal studies, for instance in
spinocerebellar atrophy (Lukas et al 2011, Eichler et al
2011). Volumetric analysis, however, requires the availability
of 3D-MRI data and a specific software and training, and is
rather time consuming. 2D analysis with MVRD measure-
ment is easier, faster, and does not require 3D-MRI data.
Our results show a decrease of both MVRD and cerebellar
volume with age, and demonstrate a good correlation between
cerebellar volume and MVRD suggesting that MVRD is a
reliable measurement to assess the size of the cerebellum in
children with PMM2-CDG and may be used in clinical
routine.

There was a limitation regarding data acquisition: different
protocols used in the different hospitals could lead to differ-
ences in results. However, this is a bias that clinicians also find
in their daily practice. This reinforces the idea of the need of'a
simple measure as the MVRD, which may help to simplify the
neuroimaging follow-up, at least for clinical reasons.
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Our study quantifies a progression of cerebellar atrophy in
PMM2-CDG patients, and shows that in children with PMM2-
CDG, cerebellar atrophy progresses mainly in the first decade of
life identifying a point of inflexion around the age of 11 years.

In conclusion, our study shows the feasibility of longitudi-
nal, quantitative measurement of MVRD and cerebellar vol-
ume in children with PMM2-CDG, and quantifies the degree
and progression of cerebellar atrophy in a large cohort of chil-
dren with this rare disease. Quantitative measurement of
MVRD and cerebellar volume are essential for correlation with
phenotype and outcome, natural follow-up, and monitoring in
view of potential therapies in children with PMM2-CDG.

Acknowledgments We thank the patients and their families for their
kind collaboration in all our projects, and particularly in this study.

We are grateful to the doctors and institutions from the Spanish na-
tional network for the study of glycosylation disorders for their collabo-
ration. This work was supported by national grant P114/00021 from the
National Plan on [+D+], cofinanced by ISC-III (Subdireccion General de
Evaluacion y Fomento de la Investigacion Sanitaria) and FEDER (Fondo
Europeo de Desarrollo Regional) and IPT-2012- 0561-010000 from
MINECO.

Compliance with ethical standards

Details of funding The authors report no disclosure relevant to the
manuscript. We did not have any sponsor in any phase of the study.

Conflict of interest None.

References

Antoun H, Villeneuve N, Gelot A, Panisset S, Adamsbaum C (1999)
Cerebellar atrophy: an important feature of carbohydrate deficient
glycoprotein syndrome type 1. Pediatr Radiol 29:194-198

Aronica E, van Kempen AA, van der Heide M et al (2005) Congenital
disorder of glycosylation type Ia: a clinicopathological report of a
newbom infant with cerebellar pathology. Acta Neuropathol 109:
433-442

Barone R, Carrozzi M, Parini R et al (2015) A nationwide survey of
PMM2-CDG in Italy: high frequency of a mild neurological variant
associated with the L32R mutation. J Neurol 262:154-164

Eichler L, Bellenberg B, Hahn HK, Koster O, Schéls L, Lukas C (2011)
Quantitative assessment of brain stem and cerebellar atrophy in
spinocerebellar ataxia types 3 and 6: impact on clinical status.
AJINR Am J Neuroradiol 32:890-897

Feraco P, Mirabelli-Badenier M, Severino M et al (2012) The shrunken,
bright cerebellum: a characteristic MRI finding in congenital disor-
ders of glycosylation type 1a. AINR Am J Neuroradiol 33:2062—
2067

Freeze HH, Eklund EA, Ng BG, Patterson MC (2012) Neurology of
inherited glycosylation disorders. Lancet Neurol 11:453-466

Freeze HH, Chong JX, Bamshad MJ, Ng BG (2014) Solving glycosyla-
tion disorders: fundamental approaches reveal complicated path-
ways. Am J Hum Genet 94:161-175

Klockgether T, Skalej M, Wedekind D et al (1998) Autosomal dominant
cerebellar ataxia type I. MRI-based volumetry of posterior fossa

structures and basal ganglia in spinocerebellar ataxia types 1, 2
and 3. Brain 121:1687-1693

Lukas C, Bellenberg B, Koster O, Greschner S, Hahn HK (2011) A new
sulcus-corrected approach for assessing cerebellar volume in
spinocerebellar ataxia. Psychiatry Res 193:123-130

Pérez-Duenas B, Garcia-Cazorla A, Pineda M et al (2009) Long-term
evolution of eight Spanish patients with CDG type Ia: typical and
atypical manifestations. Eur J Paediatr Neurol 13:444-451

Serrano M, de Diego V, Muchart J et al (2015) Phosphomannomutase
deficiency (PMM2-CDG): ataxia and cerebellar assessment.
Orphanet J Rare Dis 10:138

Collaborators of the CDG Spanish-Consortium

Sergio Aguilera-Albesa, MD PhD,' Ramén Cancho Candela, MD PhD,?
M? Llanos Carrasco Marina, MD,? Francisco Carratala, MD PhD,* M*
Luz Couce, MD PhD,’ Ana Felipe, MD.°® Oscar Garcia, MD,” M* Teresa
Garcia-Silva, MD PhD,* Luis G Gutiérrez-Solana, MD PhD,” Alfons
Macaya, MD PhD,® M* Concepciéon Miranda, MD PhD,'® Laura
Lopez, MD,’ Eduardo Lopez-Laso, MD PhD,'" M Pilar Péo, MD
PhD,'? Pilar Quijada-Fraile, MD PhD* Bernabé Robles, MD,PhD,"?
Concepcion Sierra-Corcoles, MD,'* Ramon Velazquez-Fragua, MD,"”

1. Pediatric Neurology Unit, Department of Pediatrics, Navarra
Hospital, Pamplona, Spain

2. Pediatric Neurology Unit. Pediatrics Department. Hospital
Universitario Rio Hortega. Valladolid, Spain.

3. Neuropediatric Department, Pediatric Service, Hospital
Universitario Severo Ochoa. Leganés, Madrid, Spain.

4. Pediatric Neurology Department, University Hospital Sant Joan
d’Alacant, Spain.

5. Unit of Diagnosis and Treatment of Congenital Metabolic Diseases.
Department of Pediatrics. Hospital Clinico Universitario de Santiago.
CIBERER. Health Research Institute of Santiago de Compostela
(IDIS), Santiago de Compostela, Spain.

6. Grup de Recerca en Neurologia Pediatrica, Institut de Recerca Vall
d’Hebron, Universitat Autonoma de Barcelona, Seccié de Neurologia
Pediatrica, Hospital Universitari Vall d’Hebron, Barcelona, Spain.

7. Pediatric Department, Hospital Virgen de la Salud, Toledo, Spain.

8. Unidad de Enfermedades Mitocondriales-Enfermedades
Metabolicas Hereditarias. Dpto. de Pediatria, Instituto de Investigacion
i+12, Hospital Universitario 12 de Octubre- CIBERER-ISCIII,
Universidad Complutense de Madrid,Spain.

9. Unit of Child Neurology, Department of Pediatrics, Hospital
Infantil Universitario Nifio Jests de Madrid, Madrid, Spain

10. Pediatric Neurology Unit, H.G.U Gregorio Marafién, Madrid,
Spain

11. Maimonides Biomedical Research Institute of Cordoba (IMIBIC),
Pediatric Neurology Unit, Reina Sofia University Hospital, CIBERER,
Cérdoba, Spain.

12. Neuropediatric, Radiology and Clinical Biochemistry
Departments, Hospital Sant Joan de Déu, Barcelona, Spain. U-703
Centre for Biomedical Research on Rare Diseases (CIBER-ER),
Instituto de Salud Carlos III, Barcelona, Spain.

13. Neurology Department, Hospital General de Sant Boi, Parc
Sanitari Sant Joan de Déu, Sant Boi, Barcelona, Spain.

14. Unidad de Neuropediatria, Hospital de Jaén, Jaén, Spain.

15. Pediatric Neurology Department, Hospital Universitario La Paz,
Madrid, Spain.

@ Springer

101



Evaluacion Clinica y Radiolégica PMM2-CDG Resultados

Sintesis de los resultados

¢ El marcador radiolégico bidimensional de atrofia cerebelosa, el diametro relativo
medio-sagital del vermis (MVRD), fue significativamente menor en pacientes con PMM2-
CDG que en controles emparejados por edad y género. Se observé que los pacientes
de mayor edad presentaron unos valores de MVRD menores, a diferencia de los

controles que mantuvieron un MVRD estable con el tiempo.

e El volumen cerebeloso, medido en RMN cerebral en secuencias 3D-T1, fue
significativamente menor en pacientes comparado con controles. Se observé un
incremento del volumen cerebeloso con la edad en controles. Por el contrario, con una
Unica excepcién, se observo un descenso del volumen cerebeloso con la edad en

pacientes.

e Se aprecié una correlacion positiva y estadisticamente significativa entre el diametro
relativo medio-sagital del vermis (MVRD) y el volumen cerebeloso, como prueba de

validez de dicho indicador bidimensional.

e Dado que para un subgrupo de pacientes dispusimos de RM cerebrales seriadas
(pacientes con mas de 1 RM cerebral realizada a diferente edad), fue posible realizar un
analisis longitudinal de la evolucién de la atrofia cerebelosa con las herramientas
cuantitativas descritas. Este analisis mostro:
- Un descenso del MVRD a lo largo del tiempo, es decir, todos los pacientes
analizados mostraron un MVRD menor al repetir la RM cerebral a una edad
superior. El ritmo de descenso del MRVD calculado mediante el porcentaje de
MVRD perdido por afio, se correlacioné negativamente con la edad de los
pacientes.
- Una disminucién del volumen cerebeloso a lo largo del tiempo, es decir, al repetir
la RMc a una edad mas avanzada, todos los pacientes exhibieron un volumen
cerebeloso menor. El ritmo de descenso del volumen cerebeloso, calculado
mediante el porcentaje de volumen cerebeloso perdido por afio, se correlacion6
negativamente con la edad de los pacientes.
- Los niflos con PMM2-CDG menores de 11 afios, mostraron una progresion
significativamente mas rapida de la atrofia cerebelosa medida mediante el MVRD,

con respecto a los pacientes con 11 afios 0 mas.
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2.3 Evolucién del sindrome cerebeloso en nifios con PMM2-CDG.

“A guantitative assessment of the evolution of cerebellar syndrome in
children with phosphomannonmutase-deficiency (PMM2-CDG)”

Natalia Lourdes Serrano, Victor De Diego, Daniel Cuadras, Antonio F. Martinez-
Monseny, Ramoén Veladzquez-Fragua, Laura Lopez, Ana Felipe, Luis G. Gutiérrez-
Solana, Alfons Macaya, Belén Pérez-Duefas, Mercedes Serrano, y el Consorcio
Espafol en CDG.

Orphanet Journal of Rare Diseases 2017; 12: 155.

En la PMM2-CDG las imagenes de RM cerebral y los estudios neuropatol6gicos
muestran una afectacion predominante del cerebelo. Esta atrofia cerebelosa se inicia a
edades muy tempranas y evoluciona al menos durante la primera década de la vida.
Sin embargo, no disponemos de informacién cuantitativa sobre la progresion del
sindrome cerebeloso, el cual constituye el principal sintoma y motivo de discapacidad
en los pacientes, y cuyo curso no necesariamente debe ser paralelo o proporcional al
de la lesion radioldgica.

El tratamiento de la PMM2-CDG se limita en la actualidad a terapias sintomaticas
(rehabilitacion, fisioterapia, logopedia, tratamiento de trombosis o hemorragias,
farmacos antiepilépticos, nutricibn por sonda o gastrostomia, antiacidos, levotiroxina,
estrogenos, cirugia ortopédica, etc.), las cuales tienen un impacto limitado en la
progresion de sus manifestaciones clinicas. Sin embargo, en los dltimos afios se ha
acelerado la investigacion sobre tratamientos modificadores de la evolucion natural de
la enfermedad, con avances prometedores en el campo de las chaperonas
farmacologicas, las terapias de suplementacién nutricional y los tratamientos genéticos.
Por ello, resulta de crucial importancia conocer de la forma mas precisa posible la
historia natural de esta patologia, antes de poder medir el efecto de un tratamiento
experimental. Esto constituye un reto en enfermedades minoritarias, en las que el menor
namero de pacientes, su dispersion geografica y su heterogeneidad, dificultan la
investigacion.

En este articulo, se describe por primera vez de forma cuantitativa la evolucion de la
ataxia cerebelosa en pacientes con PMM2-CDG. Ademas, se estudia la relacion entre

el volumen cerebeloso y el grado de ataxia en un subgrupo de nifios afectados.
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Abstract

Background: We aim to delineate the progression of cerebellar syndrome in children with phosphomannomutase-
deficiency (PMM2-CDG) using the International Cooperative Ataxia Rating Scale (ICARS). We sought correlation between
cerebellar volumetry and clinical situation. We prospectively evaluated PMM2-CDG patients aged from 5 to 18 years
through ICARS at two different time points set apart by at least 20 months. We reviewed available MRIs and performed
volumetric analysis when it was possible.

Results: From the eligible 24, four patients were excluded due to severe mental disability (n = 2) and supratentorial lesions
(n = 2). Two different ICARS evaluations separated by more than 20 months were available for 14 patients showing an
improvement in the cerebellar syndrome: ICARS1: 35.71 versus ICARS2: 30.07 (p < 0.001). When we considered time, we
saw an improvement of 264 points in the ICARS per year with an SD of 1.97 points (p < 0.001). The ICARS subscales results
improved with time, reaching statistical significance in “Posture and gait” (p < 0.001), “Kinetic functions” (p = 0.04) and
"Speech abnormalities” (p = 0.045). We found a negative correlation between the ICARS results and total cerebellar volume
(r=-09, p =0037) in a group of five patients with available volumetric study, meaning that the higher the ICARS score,
the more severe was the cerebellar atrophy.

Conclusions: Our study shows a stabilization or mild improvement in the cerebellar functions of paediatric PMM2-CDG
patients despite cerebellar volume loss. ICARS is a valid scale to quantify the evolution of cerebellar syndrome in PMM2-
CDG patients. The availability of ICARS and other reliable and sensitive follow-up tools may prove essential for the
evaluation of potential therapies.

Keywords: Cerebellum, Congenital disorders of glycosylation, Developmental disorders, Gait disorders/ataxia, ICARS, MRI

Background abnormal eye movements, dysarthria, and cognitive defi-
Phosphomannomutase deficiency (PMM2-CDG), is cits which cause long-term disability [2].
caused by mutations in PMM2 (MIM *#601,785), and is Brain MRIs and neuropathological studies show a se-
the most frequent congenital disorder of N-linked glyco-  lective involvement of the cerebellum. The increase in
sylation [1]. Patients with PMM2-CDG develop a cere- inter-folia spaces and the cortical brightness observed
bellar syndrome with axial and peripheral ataxia, on MRIs are probably the consequence of the neuronal
loss and secondary gliosis observed in pathological stud-
» Correspondence: mserrano@hsjdbcn.org ies [3-5]. The atrophy is progressive and greater during
Neuropediatric, Radiology and Clinical Biochemistry Departments, Hospital the first decade of lif di t in th - £
Sant Joan de Déu, Barcelona, Spain e first decade of life and is present in the majority o
?U-703 Centre for Biomedical Research on Rare Diseases (CIBER-ER), Instituto patients, even in those clinically less affected [6, 7].
de Salud Carlos Ill, Barcelona, Spain However, clinicians normally find stabilization or even
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an amelioration of cerebellar symptoms through the first
and second decade of life (personal observation). Re-
cently, the International Cooperative Ataxia Rating Scale
(ICARS) has been validated for children suffering from
PMM2-CDG [8]. However, no follow-up studies have
been published quantifying the evolution of cerebellar
syndrome using a clinical scale.

In our study, we aimed to quantify the evolution of
cerebellar syndrome in PMM2-CDG patients across the
paediatric age span using ICARS. We also analysed cere-
bellar volume on neuroimaging studies to find a rela-
tionship between the severity of the cerebellar syndrome
and the cerebellar volumetric evaluation.

Methods

Our study was designed as a prospective and observa-
tional study including Spanish patients that were diag-
nosed with PMM2-CDG and followed in tertiary care
hospitals included in the Spanish CDG Network. Pa-
tients were recruited and followed from March 2014 to
December 2016. The patient’s cerebellar syndrome was
evaluated using ICARS at two different times of evolu-
tion with a minimum interval of 20 months in between
evaluations.

The inclusion criteria were as follows: children and ad-
olescents with genetically confirmed PMM2-CDG aged
5 to 18 years, at the time of assessment.

The exclusion criteria were any of the following: severe
cognitive impairment or behavioural problems that pre-
vented complete administration of the scale, the co-
occurrence of supratentorial processes, the presence of a
stroke-like episode during the study period or the intake
of any non-validated therapy.

Early physiotherapy intervention programs were not
an exclusion criterion. Medical problems which could
have modified the results (such us an orthopaedic sur-
gery), were registered.

The same child neurologist rated the PMM2-CDG pa-
tients with the ICARS in the different medical centres.
The examinations were videotaped following a standard-
ized protocol for educational and revision purposes.
ICARS involves a 100-point rating scale with higher
scores denoting more evident clinical abnormalities [9].
ICARS includes subscores for posture and gait (0-34),
kinetic functions (0-52), speech abnormalities (0-8) and
oculomotor function (0-6).

Biochemical and molecular studies were carried out in
all the PMM2-CDG patients enrolled. Genetic analysis
was performed at the Centre of Diagnosis of Molecular
Diseases, Autonomous University of Madrid (CEDEM-
UAM) in Spain.

The available MRIs were reviewed, but no new radio-
logical explorations were requested. The brain MRI exam-
inations included T1 and T2-weighted, diffusion-weighted
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and FLAIR sequences. For the volumetric analysis, SPGR
3D Tl-axial images were transferred to Philips Intelli-
Space Portal 4.0 software, [http://www.mea.philips.com/
healthcare/product/HCNOCTN281/intellispace-portal-7]

where a 3D brain image was automatically generated, as
previously reported [6].

Ethical permission for the study was obtained from the
Research & Ethics Committee of the HSJD. Parents gave
their written informed consent and children/adolescents
gave their assent. Samples were obtained in accordance
with the Helsinki Declaration of 1964, as revised in Oc-
tober 2013 in Fortaleza, Brazil.

We performed our statistical analysis using SPSS 19.0
software (Armonk, NY: IBM Corp.) In order to compare
the results of ICARS] (first scale evaluation) to ICARS2
(second scale evaluation), and between the different sub-
scales, we used the T Student Test. P-values of less than
0.05 were considered significant. To analyse the correl-
ation between time, age and ICARS results, we used
Pearson’s correlation. We studied the correlation be-
tween ICARS and the cerebellar volumes by calculating
Spearman’s correlation (non-parametric). All the statis-
tical tests were two-sided.

Results

ICARS assessment over time

Forty-three PMM2-CDG patients were registered in our
data base. From those, nine were older than 18 years
and seven were younger than 5 years, at the time of as-
sessment, and were discarded. Three patients from the
database died during the first 2 years of life.

From the eligible sample of 24, four (16.7%) were ex-
cluded due to severe intellectual disability (» = 2) and
supratentorial lesions (one due to cranial haemorrhage
and the other due to hydrocephaly and ischemic lesions
secondary to cardiac arrest).

Of the 20 remaining patients, two different ICARS
evaluations separated by more than 20 months were
available for 14 patients.

Our final sample included eight girls and six boys,
aged 5 years 6 months to 16 years at the time of the first
ICARS evaluation (mean age: 9 years 4 months, standard
deviation (SD): 3 years 9 months). The time period be-
tween ICARS1 and ICARS2 evaluations was 20 to
34 months (mean: 26.3 months, SD: 4.8 months). One
patient underwent hip surgery 10 months before the sec-
ond ICARS evaluation, but she was not excluded from
the study.

The ICARS1 values were higher than the ICARS2
(35.71 (SD 21.98) versus 30.07 (SD 21.06), (p < 0.001))
which shows an improvement of cerebellar symptoms of
5.64 points in the study period (SD: 4.10) (Fig. 1a and b).
All the patients improved their functional cerebellar cap-
abilities with the exception of one case with a very mild
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phenotype who retained an ICARS of 4/100 (range of
improvement: 0 to 13 points). We show elements of the
two ICARS evaluations of one patient in an additional
movie file (see Additional file 1). The decrease of ICARS
over time for each patient is represented in Fig. 1b.
Table 1 shows molecular studies and ICARS results for
every patient.

To express the differences in time between both
ICARS results, we used “years” as our unit of measure-
ment as the period of time between the two evaluations
was not exactly the same in all patients. On average,
there was an improvement of 2.64 points per year with a
SD of 1.97 points (p < 0.001), with a range of improve-
ment from 6.02 (in a girl with an initial ICARS of 55,
followed 26 months) to no improvement at all.

No correlations were observed between the annual
difference and the age of the patients at assessment.
There was no statistically significant correlation between
the annual difference and the magnitude of ICARS1
(r =021, p = 048).

The ICARS subscores (posture and gait (P), kinetic
functions (K), speech abnormalities (S) and oculomotor
function (O)) were evaluated independently. All the sub-
scales improved with time, and reached statistical signifi-
cance in posture and gait (ICARSI-P = 13.36 vs
ICARS2-P = 1050; p < 0.001), kinetic functions
(ICARS1-K = 17.36 vs ICARS2-K = 15.29; p = 0.04) and
speech abnormalities (ICARS1-S = 3.36 vs ICARS2-
S = 3.07; p = 0.045), but had a non-statistically signifi-
cant trend in oculomotor function (ICARS1-O = 1.86 vs
ICARS2-O = 1.36; p = 0.105).

Neuroimaging assessment

Twenty-three MRI images were available from the 14
patients included our study. All the patients had under-
gone at least one MRI before the first ICARS evaluation,
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Fig. 1 ICARS results in PMM2-CDG patients during the first and the second evaluation. a Boxplot representing ICARS1 (mean 35.71) compared to
ICARS2 (mean 30.07) (p < 0.001) showing an improvement of ICARS results of 564 points in the study period. b This figure represents the decrease of
ICARS over time for each patient. Points connected by lines show the ICARS measurements of the same patient. ¢ Total ICARS is negatively correlated
with cerebellar volumetry (r = 0.9, p = 0.037) for a group of five patients, in which volumetric study and ICARS were available between 5 and 8 years
(68 to 105 months of age)

_

generally during the first months or years of life. Nine
patients underwent a second MRI that showed cerebellar
atrophy progression (Table 1). For six of them, the
follow-up MRI was obtained between both ICARS evalu-
ations. The time between the two MRI images was very
heterogeneous; therefore no statistical analysis could be
drawn comparing radiological and clinical evolution.

For a group of five patients (Patients 1, 2, 3, 5, and 7),
conventional MRI and volumetric cerebellar studies
were obtained during the period when ICARS were
assessed. The correlation for this small group between
the cerebellar volumetric analysis and clinical pheno-
types is represented in Fig. lc, and depicts a negative
correlation between the ICARS score and total cerebellar
volume (r = 0.9, p = 0.037). Additional file 2 shows de-
tailed molecular, radiological and clinical characteristics
of three of those patients.

Discussion

PMM2-CDG is a rare multisystem disease with an ex-
tremely variable phenotype targeting almost every organ
in the human body. In the long term, the neurological
phenotype is the main cause of disability, cerebellar syn-
drome being the primary neurological finding [1, 2].
However the natural history of the neurological impair-
ment, including a quantification of the cerebellar syn-
drome, is largely unknown.

Our study shows a mild global improvement in cere-
bellar functions at the paediatric age. The improvement
is more evident in “posture and gait” and “kinetic func-
tions”. This fact may be explained by two reasons: firstly,
fine and gross motor skills change significantly during
the neurodevelopment of all children, as evidenced by
the greater improvement in these areas in normal devel-
oping children [10]; and secondly, the “posture and gait”
and “kinetic functions” subscores have more weight on
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Table 1 Patients’ characteristics and ICARS evolution
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ID Gender/ Molecular findings Period of evaluation  ICARS1 ICARS2 Improvement MRI
Age ®
1 F/5yr.6 368G > A/ 722G > C 20 mo 10 8 2/100 CA progression
mo
2 M/ 10yr.9 c484C > T/ 20 mo 23 13 10/100 CA progression
mo c523+3A>G
3 F/8yr.9 ¢338C>T/ 33 mo 61 57 4/100 CA progression
mo €353C > G +¢550C > A
4 F/9yr.2  c470T>C/c484C>T 30 mo 34 24 10/100 Only one MRI
mo available. CA.
5 M/ 15yr ¢ 278A > C/ c422G > A 31 mo 4 4 0/100 CA progression
6 F/5yr.6 ¢338C>T/c338C>T 32 mo 69 63 6/100 CA progression
mo
7 F/7yr.2  c470T>C/c722G>C 32 mo 16 13 3/100 Only one MRI
mo available. CA
8 F/ 16 yr c367C > T/c458T > C 24 mo 62 59 3/100 Only one MRI
available. CA.
9 M/5yr.1  c415G> A/ c722G > C 26 mo 44 36 8/100 CA progression
mo
10 M/ 7 yr c95T> G/ c422G > A 26 mo 18 14 4/100 Only one MRI
available. CA.
1 F/ 10 yr c710C > T/ c6409T>G 26 mo 55 42 13/100 Only one MRI
available. CA.
12 F/10yr.3 ¢338C>T/c626A>G 26 mo 43 32 11/100 CA progression
mo
13 M/ 16yr.2 ¢710C>G/c710C>G 21 mo 1 7 4/100 CA progression
mo
14 M/ 6yr.8 422G > A/ c710C>T 21 mo 50 49 1/100 CA progression
mo
Mean/SD/ 9yr.4mo/3yr.9mo/ 5 yr.6 mo- 263 mo /48 mo/ 3571/2198/ 3007/2106/ 564/410/
Range 16 yr. 2 mo 20-33 mo 4-69 4-63 0-13

M male, F female, yr. years, mo months, CA cerebellar atrophy, SD standard deviation

?Age at ICARS1 evaluation

the global scale, with seven items being scored from one
to four points or more, as compared to the “speech ab-
normalities” and “oculomotor disorder” subscores, which
are only evaluated by three items scored from one to
three points.

One of the potential limitations in our study is the
capability of patients to follow ICARS instructions. As
previously reported [8], most PMM2-CDG patients com-
pleted the ICARS test despite intellectual disability.
Therefore, the use of ICARS in the follow-up of PMM2-
CDG paediatric patients is suitable in most of the cases.
From the eligible 24, only two were excluded due to se-
vere mental disability. Moreover, facilitating comprehen-
sion of the different manoeuvres by training the patient
immediately prior to evaluation may help the procedure
in younger patients.

Another limitation of our study is the heterogeneity of
the sample. Due to the rarity of PMM2-CDG and the
sample size, the study group of patients was not strati-
fied following age and clinical severity criteria for the

statistical analysis. The stratification and subgroup ana-
lysis of larger samples will raise more specific conclu-
sions in terms of ICARS evolution.

The non-cerebellar aspects of the neurological
spectrum of PMM2-CDG patients can act as potential
confounders to ICARS assessment (muscle weakness,
peripheral neuropathy, extracerebellar muscle hypotonia,
and cognitive impairment) [8], however, some of them
alter the final result all over the time in subsequent eval-
uations of the same patient, controlling the bias as the
error is present through the examinations. Although,
some non-cerebellar aspects can be progressive (such as
peripheral neuropathy), and may be considered as a limi-
tation in sequential ICARS evaluations.

Despite the progression of the cerebellar atrophy de-
scribed previously [6, 7], our clinical experience (per-
sonal observation) and this study demonstrate that there
is no progression of cerebellar symptoms in children af-
fected by PMM2-CDG. This may be explained partly by
the fact that fine and gross motor skills improve during
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neurodevelopment, as has been reported in previous
studies, evaluating healthy children [9, 10]. In our sam-
ple, not only the younger patients but also the older
ones, improved clinically. Probably, developmental mat-
uration of motor skills, impact of different rehabilitation
strategies, alternative strategies learnt with experience to
control ataxia, and brain plasticity events may all ac-
count for this unexpected discrepancy.

Lastly, and possibly due to the limited sample size, our
study failed to demonstrate greater improvements
dependent on the age or severity of the phenotype. An
analysis using stratification among ages and clinical se-
verity in a larger sample could investigate whether youn-
ger patients or those most severely affected may show
greater improvements with time.

Regarding a correlation between neuroimaging and
cerebellar phenotype, we were not able to evaluate any
MRIs at the exact time of ICARS assessment. Neverthe-
less, the follow-up MRIs corresponding to nine patients
included in the study showed a progression of cerebel-
lar atrophy over time, as it has been previously de-
scribed [6, 7]. Of note, five patients underwent MRI
and ICARS evaluation at similar ages and showed a
negative correlation between cerebellar volume and
ICARS severity, although, this needs confirmation in a
larger sample.

Conclusion

Our study shows a stabilization or mild improvement in
cerebellar functions in paediatric PMM2-CDG patients
above 5 years of age measured through ICARS, in con-
trast with cerebellar volume evolution [6, 7]. Our find-
ings reinforce the importance of being cautious with the
apparently degenerative processes of central nervous sys-
tem during childhood. A better knowledge of the course
of cerebellar syndrome in paediatric patients suffering
from PMM2-CDG, and the availability of sensitive and
reliable follow-up tool may prove essential for the evalu-
ation of potential therapies in the future, particularly in
younger children where there is no validated scale for
cerebellar syndrome.

Additional files

Additional file 1: This video includes elements of the ICARS assessment
of Patient 4. The video has four sections including the four ICARS subscales:
“Posture and Gait disturbance”, “Kinetic functions’, “Speech disorders” and
“Oculomotor disorders”. For every manoeuvre the first and the second
explorations are consecutive in the video. (M4V 277427 kb)

Additional file 2: Cerebellar volumetric study, molecular and clinical
characteristics of Patients 3, 5 and 7. (TIFF 3555 kb)
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Sintesis de los resultados

¢ Se evalué mediante la escala ICARS a 14 pacientes con edades comprendidas entre
los 5 y los 16 afios, en 2 momentos temporales distintos, con una separacion de al

menos 20 meses entre ambas valoraciones.

e Se observo un descenso en la puntuacion ICARS (es decir, una mejoria de la ataxia
cerebelosa) en la segunda evaluacion con respecto a la primera, en todos los casos a
excepcién de uno. Esta mejoria resulto ser de 5,64 puntos de media, para un intervalo
temporal promedio entre ambas evaluaciones de 26,3 meses. Esto supuso una mejoria

global del ICARS de 2,64 puntos/afio, para el grupo de pacientes estudiado.

¢ No hubo correlacion entre el cambio anual del ICARS (cambio en puntos/afio) y la
edad de los pacientes en el momento de la evaluaciéon. Es decir, los pacientes mas

jovenes no mejoraron mas.

e Tampoco se encontré una correlacion entre el cambio anual del ICARS y la magnitud
del ICARS en el momento de la primera evaluacién. Es decir, los pacientes mas

afectados no mejoraron mas.

¢ Al valorar de forma independiente cada una de las subescalas del ICARS (P: postura
y marcha; K: funciones cinéticas; S: trastornos del habla; O: funcién oculomotora) se
encontr6 que todas mejoraron con el transcurso del tiempo, siendo esta mejoria
estadisticamente significativa para las subescalas “postural y marcha”, “funciones

cinéticas” y “trastornos del habla”, pero no para la subescala “funcién oculomotora”.

¢ En 5 de los pacientes participantes, se dispuso de un estudio volumétrico del cerebelo
a partir de imagenes de RM cerebral, realizado entre ambas evaluaciones con la escala
ICARS. Esto permitio establecer en ellos, una correlacion entre la puntuacion de ICARS
y el volumen cerebeloso total. Esta correlacion resulté ser negativa y estadisticamente
signficativa, mostrando como los pacientes con menor volumen cerebeloso presentaron

un mayor grado de ataxia.
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3. Protocolos de actuacion.

3.1 Protocolo diagnéstico en los defectos congénitos de la glicosilacion.
Victor de Diego, Mercedes Serrano, Bélen Pérez-Duefias, Paz Briones, Rafael Artuch y

el Consorcio Espafiol en CDG.

Nuestro grupo, en colaboracion con especialistas en diagndstico bioquimico en
enfermedades congénitas del metabolismo del Hospital Sant Joan de Déu y del Hospital
Clinic de Barcelona, desarroll6 este protocolo clinico-bioquimico con el objetivo de
mejorar los conocimientos sobre el diagnostico de los CDG entre los profesionales
espafoles. Consta de: a) una breve introduccion sobre los tipos de CDG y su
sintomatologia; b) una segunda parte que trata de las principales pruebas diagndsticas
(perfil de isoformas de la sialotransferrina, perfil de glicosilacion de la APOC-III,
actividades enzimaticas, y test genéticos), con su respectivas ventajas y limitaciones; y
c) un algoritmo diagndstico, que pretende servir como guia practica para elegir la prueba
de deteccion mas adecuada dependiendo de las caracteristicas individuales de cada

paciente.

3.2 Manejo de los trastornos de la coagulaciéon en pacientes con PMM2-
CDG.

V. de Diego, M. Serrano, B. Pérez-Duefias, M.T. Toll, J. Corral y el Consorcio Espafiol
en CDG.

Se amplio y actualizé el protocolo de uso interno sobre el manejo de las alteraciones
hematolégicas en la PMM2-CDG del Hospital Necker-Enfants Malades de Paris. El
protocolo, fue ademas revisado por especialistas en hematologia del Hospital Sant Joan
de Déu de Barcelona, asi como por investigadores en coagulacion y defectos de la
glicosilacion de la Universidad de Murcia. EI documento consta de: a) una breve
introduccion sobre las alteraciones, fisiopatologia y epidemiologia de los trastornos de
la coagulacién en la PMM2-CDG; b) los controles hematol6gicos aconsejados en
pacientes asintométicos con la enfermedad; asi como de c) varios apartados con
recomendaciones practicas segun la evidencia disponible, sobre el manejo de las
principales complicaciones o situaciones de riesgo relacionadas con la coagulacién en
esta enfermedad (intervenciones quirlrgicas, prevencion del riesgo trombdtico,

episodios stroke-like, ACVs hemorragicos, y coagulacion intravascular diseminada).
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PROTOCOLO DIAGNOSTICO EN LOS DEFECTOS
CONGENITOS DE LA GLICOSILACION

Se denominan genéricamente defectos congénitos de la glicosilacion (CDG, del inglés congenital disorders of
glycosylation), al grupo de enfermedades genéticas, la mayoria de herencia autosdmica recesiva, causadas
por defectos de la sintesis de glicanos (cadenas de azucares) y/o de su union a proteinas y lipidos. En el
momento actual, los CDG son un grupo de enfermedades raras que comprenden mas de 70 trastornos
genéticos conocidos.

Los mamiferos tienen ocho vias principales de glicosilacion localizadas en el citosol, reticulo endoplasmico, y
aparato de Golgi de la célula. De ellas, son 4 las que hasta el momento, pueden estar afectadas en los
trastornos congénitos de la glicosilacion: defectos de la N-glicosilacion de proteinas, defectos de la O-
glicosilacion de proteinas, defectos de la glicosilacion de lipidos y de glicanos anclados a glicofosfatidilinositol
(GPI), y defectos de la glicosilacion de multiples vias y de otras vias.

Actualmente se conocen 76 tipos distintos de CDGs, debidos a mutaciones en 76 genes diferentes. De ellas
27 son defectos puros de la N-glicosilacion de proteinas, 18 defectos puros de la O-glicosilacion de proteinas,
25 son defectos combinados de la glicosilacion y defectos de otras vias (defectos combinados de la N- y O-
glicosilacién, defectos de la fucosidacion, defectos de la sintesis de dolicol, defectos en subunidades del
complejo COG, etc.), 2 son defectos en la glicosilacion de lipidos, y 4 son defectos en la sintesis del glicano
del glicofosfatidilinositol (GPI).

Muchos son trastornos multisistémicos y la gran mayoria (82%) muestran afectacion neuroldgica (cerebro,
sistema nervioso periférico, union neuromuscular, muasculo, y/o retina). Sin embargo, el espectro clinico es
amplisimo, oscilando desde afectacion de un solo érgano a lesién multiorganica, y desde muerte prenatal
hasta adultos asintomaticos.

Una vez establecida la sospecha clinica de CDG (en general sospechar ante toda enfermedad neurologica y
multisistémica sin filiar), se dispone de 4 técnicas para establecer el diagndstico: el perfil de glicosilacion de la
sialotransferrina, el perfil de glicosilacion de apo C-lIl, las actividades enzimaticas, y las técnicas genéticas. A
continuacién resumimos en qué consisten estas pruebas y cual su aplicacién en la practica médica.

1.- PERFIL DE GLICOSILACION DE LA SIALOTRANSFERRINA.

Para el cribado general de los defectos de la glicosilacion, se utiliza el estudio de glicosilacién de la
transferrina (o sialotransferrina) en suero. Esta es una glicoproteina muy abundante en sangre cuya funcién
es el transporte del hierro. La transferrina tiene por defecto 2 cadenas de azlcares biantenales (en total 4
cadenas de glicanos), que tienen un azucar con carga negativa (el &cido sialico) en cada extremo. Debido a
esas cargas negativas, podemos separar las distintas formas de transferrina si las hacemos correr en un
campo eléctrico, por ejemplo mediante isoelectroenfoque (IEF). En el suero de una persona sana, la mayor
parte de la transferrina tendra 4 cadenas de glicanos (sera tetrasialo-trasnferrina), aunque también es posible
encontrar pequefias cantidades de transferrina con ninguna, una, dos, tres, cinco y seis cadenas de glicanos
(asialo-TF, monosialo-TF, disialo-TF, trisialo-TF, pentasialo-TF y hexasialo-TF).

Ademas del IEF contamos con otras técnicas para el estudio de los patrones de transferrina, como el HPLC y
el CZE, que son métodos cuantitativos que ofrecen mayor objetividad para interpretar los resultados.
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En algunos defectos congénitos de la glicosilacion, no encontramos el patrén normal de glicosilacion, si no
que podemos observar, dependiendo del tipo de defecto, 2 patrones diferentes:

* Patréon de tipo 1: Aunque domina la tetrasialo-TF, con respecto al patrén normal observaremos un
aumento de asialo-TF y disialo-TF. Aparece en defectos de la formacién de la cadena de azlcares o de su
union a la proteina. Normalmente la enzima defectuosa esta localizada en el citosol o en el reticulo
endoplasmico.
Este patron esta presente en:
1.- La mayoria de defectos de la N-glicosilacion de proteinas: excepto en GMPPA-CDG, GMPPB-
CDG Y MOGS-CDG que tienen un patron normal, y en MGAT2-CDG y MAN1B1-CDG que muestran
un patron de tipo 2.
2.- Algunos defectos combinados de la glicosilacidn: en concreto DPM1-CDG, DPM2-CDG, DPM3-
CDG, MPDU1-CDG, DOLK-CDG, SRD5A3-CDG y DHDDS-CDG.

« Patrén de tipo 2: Aunque domina la tetrasialo-TF, con respecto al patrén normal observaremos un
aumento de asialo-TF, monosialo-TF, disialo-TF, y trisialo-TF. Aparece en defectos del procesamiento
posterior de las cadenas de azlcares. Normalmente la enzima defectuosa esté localizada en el aparato de
Golgi.
Este patrén esta presente en:
1.- Dos defectos de la N-glicosilacion de proteinas: MGAT2-CDG y MAN1B1-CDG.
2.- Algunos defectos combinados de la glicosilacién: en concreto B4AGALT1-CDG, SLC35A1-CDG,
SLC35A2-CDG, SLC35A3-CDG, SLC35C1-CDG, COG1-CDG, COG4-CDG, COG5-CDG, COGé-
CDG, COG7-CDG, COG8-CDG, ATP6V0A2-CDG, TMEM165-CDG, PGM1-CDG, PGM3-CDG.

- UTILIDAD CLIiNICA: Hay que tener en cuenta que el perfil de sialotransferrina sera normal (y por tanto,
no atil para el diagnostico) en todos los defectos de la O-glicosilacién de proteinas y en todos los
defectos de la glicosilacién de lipidos y de GPI. Asi, se deduce que el perfil de sialotransferrina sélo es
atil para el cribado de aproximadamente la mitad de los CDG. Para llegar al diagnostico en el resto de
casos sera necesario recurrir directamente a técnicas enzimaticas y sobre todo genéticas.

Por otro lado haya que destacar que es posible encontrarse con resultados falsos positivos en el patron de
glicosilacion (es decir, con un patrén anormal de glicosilacion de sialo-TF en nifios y adultos sin CDG) en:
recién nacidos y lactantes menores de 3 meses, en la galactosemia clasica, en la intolerancia a la fructosa,
en el alcoholismo crénico, asi como en personas sanas con variantes en el gen de la transferrina. En el caso
de nifios menores de 3 meses es posible valorar el patron de glicosilacién de la alfa-1-antitripsina, proteina
con una glicosilacién completa desde los primeros dias de vida.

2.- PERFIL DE GLICOSILACION DE LA APO C-lIl.

La apolipoproteina C-lll o apo C-lll es una proteina que forma parte de las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) cuya funcién es el transporte de triglicéridos, colesterol y fosfolipidos desde el higado hasta
los tejidos extra-hepaticos (fundamentalmente el musculo y el tejido adiposo).

Se trata de una proteina O-glicosilada que mediante técnicas de isoelectroenfoque (IEF) puede ser separada
en diferentes componentes para observar el patron de O-glicosilacion.

Un patron alterado de la apo C-lll esta presente en algunos defectos combinados de la glicosilacion, en
concreto en: COG1-CDG, COG4-CDG, COG5-CDG, COG6-CDG, COG7-CDG, COG8-CDG, ATP6V0OA2-
CDG, TMEM165-CDG.
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- UTILIDAD CLINICA: Todos estos CDG previamente han mostrado un patron de sialo-TF de tipo 2, y no se
conoce ningun CDG que muestre unicamente un patrén de apo C-lll alterado. Por ello, en la practica el perfil
de glicosilacion de apo C-lll tiene la utilidad de reducir el nimero de CDGs posibles cuando previamente nos
encontramos con un patrén de sialo-TF de tipo 2.

3.- ACTIVIDADES ENZIMATICAS.

En todos los trastornos congénitos de glicosilacion la mutacion presente da lugar a una proteina andmala,
gue en muchas ocasiones es una enzima. Habitualmente esta mutacion conlleva un descenso de la actividad
enzimatica, el cual puede medirse con determinadas técnicas de laboratorio. En la mayoria de los caos, la
medicion se realiza a partir de una biopsia de piel (fibroblastos) del paciente, aunque en algunos CDG
también es posible realizarla a partir de una muestra de sangre (leucocitos), como ocurre en la PMM2-CDG
(la) y en la MPI-CDG (Ib).

En la PMM2-CDG la enzima alterada es la fosfomanomutasa, que como hemos sefalado se puede
cuantificar en lecucocitos o fibroblastos.

- UTILIDAD CLINICA: Las técnicas enzimaticas tienen como funcion confirmar el tipo de CDG cuando nos
encontramos con un patron de sialo-TF alterado. Sin embargo, debido a que la mayoria requieren una
biopsia de piel del paciente y la técnica no permite evaluar varias CDGs simultanemente, poco a poco esta
siendo sustituida por los paneles genéticos.

Sin embargo, si se nos presenta un patron de sialo-TF de tipo |, sigue siendo Util solicitar una actividad
enzimatica en la MPI-CDG y la PMM2-CDG, ya que en estos casos la muestra es mas sencilla de recoger
(leucocitos), y el resultado puede estar disponible en menos tiempo que el estudio genético.

Hasta este momento, en la PMM2-CDG no se ha observado una buena relacion entre el grado de descenso
de la actividad enzimatica de la fosfomanomutasa y la severidad clinica de los pacientes.

4.- DIAGNOSTICO GENETICO.
Con la introduccion y mayor disponibilidad del exoma completo/secuenciacion gendmica y sobre todo de los
paneles genéticos especificos para CDGs, el diagnéstico genético esta cobrando cada vez mayor relevancia.

La PMM2-CDG es una enfermedad autosémica recesiva que aparece cuando un nifio hereda una mutacion
de ambos progenitores. En la actualidad, se conocen unas 112 mutaciones diferentes en el gen PMM2 que
pueden causar la enfermedad. Esta gran variabilidad genética ha impedido hasta este momento establecer
correlaciones fenotipo-genotipo fiables.
No obstante, algunas publicaciones han mostrado los siguientes datos:
1.- Fenotipos leves se han relacionado con:
*Mutaciones en extremo C-terminal de PMM2, incluyendo p.His218Leu, p.Thr237Met, y p.Cys241Ser.
*Pacientes heterocigotos compuestos para las mutaciones: [p.Arg141His]+[ p.Thr226Ser],
[p-Arg141His]+[p.lle132Thr], y [p.Arg141His]+[p.Glu139Lys]). En concreto asociadas con formas
neurologicas “puras”, con escasos sintomas multisistemicos.
*La mutacién p.L32R (en heterocigosis compuesta con otras mutaciones) se ha relacionado con un
fenotipo neurolégico leve, con marcha preservada, en un grupo de pacientes italianos.
*El genotipo [p.R123X]+[p.Y205C] se ha encontrado en una paciente adulta con infertilidad como
unico sintoma, mientras que las mutaciones [p.R123X]+[p.Y205C] se han observado en un adulto de
38 afos completamente asintomatico.
2.- Fenotipos graves se han relacionado con:
*El genotipo [p.Arg141His]+[p.Phe119Leu], encontrado en pacientes escandinavos con enfermedad
multisistémica grave.
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e El genotipo [p.Asp188Glyl+[p.Arg141His], concretamente con una forma muy severa con
esperanza de vida inferior a los 2 afios en la mayoria de casos.

* La mutacién p.Val231Met, asociada con fallo multiorganico y mortalidad precoz.

* Los pacientes homocigotos o0 heterocigotos compuestos para mutaciones severas sin
practicamente actividad residual de la fosfomanomutasa, como p.Arg141His, son probablemente
incompatibles con la vida.

* Un polimorfismo en el gen ALG6 (el concreto, el alelo F304S) presente en un 28% de la poblaciéon
sana, cuando aparece en pacientes PMM2-CDG se ha asociado con mayor severidad y mortalidad.

* En nuestra experiencia, los homocigotos compuestos (la misma mutacion heredada de ambos
progenitores) tienden a presentar mayor gravedad.

- UTILIDAD CLINICA: Las técnicas de diagnostico genético, concretamente los paneles que secuencian
multiples genes relacionado CDGs simultdneamente, estan cobrando gran relevancia en el diagnéstico. En la
actualidad recomendamos su uso si:

1) Secuenciacion de PMM2-CDG y MPI-CDG, conjuntamente con los estudios enzimaticos (consultar con
laboratorio de referencia), ante un perfil de sialo-TF de tipo 1.

Il) Ante un perfil de sialo-TF de tipo 2 y alteracion del perfil de apo C-lll, secuenciar (segun clinica) para
COG1-CDG, COG4-CDG, COG5-CDG, COG6-CDG, COG7-CDG, COG8-CDG, ATP6V0A2-CDG, TMEM165-
CDG.

IIl) Ante un perfil de sialo-TF de tipo 2 y perfil de apo C-lll normal, secuenciar (segun clinica) para MGAT2-
CDG, MAN1B1-CDG, B4GALT1-CDG, SLC35A1-CDG, SLC35A2-CDG, SLC35A3-CDG, SLC35C1-CDG,
PGM1-CDG, PGM3-CDG.

IV) Si tenemos un perfil de sialo-TF normal, pero la sospecha clinica de CDG es intensa, solicitar estudios
genéticos para uno o varios trastornos segun los sintomas del paciente (recordar que el perfil de sialo-TF es
normal en algunos defectos de la N-glicosilacion y en algunos defectos combinados de la glicosilacion, asi
como en todos los defectos de la O-glicosilacion y de la glicosilacion de lipidos y de GPI).

5.- ALGORITMO DIAGNOSTICO.

Ver abajo.

*V. de Diego, M. Serrano, B. Pérez. Servicio de Neurologia, H. Sant Joan de Déu. Barcelona.
*P. Briones. Institut de Bioquimica Clinica-Hospital Clinic. Barcelona.
*R. Artuch. Unidad de Bioquimica Clinica, H. Sant Joan de Déu, Barcelona.
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Sospecha Clinica

v

Obtener muestrade sangre

v

Analisis de Transferrina

Perfil Tipo 1 Perfil Normal Perfil Tipo 2
-N-glicosilacién: excepto GMPPA- -N-glicosilacién:GMPPA-CDG,GMPPE- -N-glicosilacién: MGAT2-CDG, MAN1B1-CDG. &

CDG GMPPB-CDG, MOGS-CDG, MGAT2- CDG o MOGSLDG & -Defecto combinado:84GALT1-CDG,SLC35A1-
CDG, MAN1B1CDG. & ) . i CDG,SLC35A2-CDG, SLC35A3-CDG, SLC35C1-CDG,
-Defecto combinado: DPM1-CDG Defecto combinado: crPr1-coG, COG1-CDG,COG4-CDG,COGS-CDG,COGE-CDG,COGT-
DPM2-CDG, DPM3-CDG, MPDU1-CDG, GNE-CDG, SLC35A2-CDG 0 SEC23B-CDG. © CDG,COGB-CDG,ATPEVOA2-CDG TMEM165-CDG,PGM1-
DOLK-CDG, SRD5A3-CDG ,DHDDS-CDG. -O-glicosilacién. 6 CDG,PGM3-CDG.

-Glicosilacion lipidos o GPI. 6

- No CDG. Obtener muestradesangre

Analisis de Apo C-lll

A
Estudios enzimaticos:
- PMM2-CDG

-MPI-CDG

Si clinica sugestiva

Si positivo Si negativo

-Los restantes: MGAT2-CDG,
MAN 1B1-CDG, B4GALT1-CDG, SLC35A1-
CDG, SLC35A2-CDG, SLC35A3-CDG,
SLC35C1-CDG, PGM1-CDG,PGM3-CDG.

-Defecto combinado: cosi-cog,

COG4-CDG, COG5-CDG,COGE-CDG, COG7-CDG,
COGB-CDG, ATPEV0A2-CDG, TMEM 165-CDG.

Si positivos 0 negaivos

INVESTIGAR LAS MUTACIONES
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MANEJO DE LOS TRASTORNOS DE LA COAGULACION EN PACIENTES
CON PMM2-CDG

INTRODUCCION.

El déficit de fosfomanomutasa o PMM2-CDG es una enfermedad metabdlica congénita, considerada la mas
frecuente dentro de los trastornos congénitos de la glicosilacion de proteinas (CDGs). A pesar de ello se trata
de una patologia minoritaria con poco mas de 700 pacientes descritos en todo el mundo. En ella existe un
déficit en la glicosilacion que afecta a multiples proteinas del organismo, dando lugar a una enfermedad
multisistémica donde pueden aparecer manifestaciones digestivas, neuroldgicas, oculares, hematoldgicas,
inmunolégicas, etc.

A nivel hematologico, los pacientes con PMM2-CDG tienen un mayor riesgo de presentar accidentes
vasculares agudos (AVA) que la poblacién general. Estos pueden ser de 3 tipos: i) episodios stroke-like
(cuadros de somnolencia y/o focalidad neuroldgica transitorios), ii) hemorragias: equimosis, accidentes
cerebrovasculares (ACVs) hemorragicos, o iii) trombosis (venosas profundas, arteriales, ACVs isquémicos).

Varias proteinas de la coagulacion pueden estar disminuidas, particularmente los factores IX y XI
(favoreciendo la aparicion de hemorragias), asi como algunos inhibidores de la coagulacion como la
antitrombina (AT) o las proteinas C y S (favoreciendo la aparicién de trombosis). Sin embargo, no existe una
relacion directa entre las alteraciones en los estudios de hemostasia y el riesgo de accidentes vasculares
(algunos pacientes con valores muy bajos de FIX, FXI, AT, PC o PS pueden no tener nunca un AVA y otros
con valores mas altos o casi normales, si presentarlos). Por esto se cree que la causa seria, mas que un
déficit de estas proteinas, un desequilibrio entre las mismas el cual predispondria a sufrir tanto sangrados
como trombosis (incluso en un mismo paciente). En este sentido, se ha sugerido que un ratio Factor IX/AT
>1.5-2, y/o un ratrio Actividad PC/Antigenicidad PC >1 serian indicativos de un mayor riesgo de sufrir un
AVA. Por otro lado, parece que tanto estas alteraciones como los episodios clinicos, son mas frecuentes en
menores de 15 anos y estan favorecidos por factores de riesgo como la inmovilidad, la deshidratacion o las
infecciones.

Dado que se trata de una condicién minocritaria no se dispone de informacion fiable sobre la frecuencia de los
distintos tipos de accidentes, pero los datos sugieren que los mas prevalentes serian los episodios stroke-like
(hasta el 50% de pacientes) seguidos de las trombosis (14%) y las hemorragias (14%). Con respecto a las
trombosis parece existir una clara relacion entre su aparicion y factores como las lesiones tisulares
(intervenciones quirargicas, traumatismos), la inmovilidad, y los niveles bajos de AT y de proteinas Cy S.

En nuestra experiencia en nifios espafoles con PMM2-CDG, el 26% (5 de 19 pacientes) presentaron un AVA
en algin momento de su evolucion, siendo en la mayoria de los casos (6 de 10 AVAs) episodios stroke-like
con buena recuperacion posterior. Un paciente presenté hematomas cutaneos en abdomen e ingles y
hemopericardio, llevandole esto ultimo al fallecimiento al mes de vida. Otro paciente presentd un episodio de
sospecha de trombosis venosa (frialdad y coloracién cutanea violacea de 24h de duracidn, con Eco-doppler
vascular normal, tras un procedimiento invasivo) y meses mas tarde un episodio de hemorragia durante una
intervencion quirurgica. La mayor parte de los eventos se concentraron en un pequefio numero de pacientes
(10 AVAs en 5 pacientes), siendo en 4 de ellos recurrentes. En cuanto a las alteraciones analiticas, de forma
similar a lo publicado con anterioridad encontramos un déficit en los factores IX y XI, y en las proteinas Cy S
y AT, pero también un descenso del factor V y del inhibidor del factor tisular (TFPI). La alteracién mas
frecuente fue el déficit de AT (13 de 17 pacientes) y los déficits de factor V y de TFPI.
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A continuaciéon presentamos algunas recomendaciones para el manejo y prevenciéon de los accidentes
vasculares en pacientes con PMM2-CDG:

1.- CONTROLES EN PACIENTES ASINTOMATICOS.

m En los pacientes con PMM2-CDG sin sintomas de tipo stroke-like, hemorragias ni trombosis,
recomendamos un control analitico anual desde el momento del diagndstico al menos hasta los 15 aios
de edad, que incluya:

- Recuento plaquetario.

- Tiempo de Protrombina e indice de Quick.

- Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada (=T. de Cefalina).
- Factores VIII, IX, Xl y XII.

- Antitrombina, Proteinas C y S.

= Al menos en una ocasion, solicitar también:
- Estudio de polimorfismos de Factor V Leiden y Protrombina G20210A.

La realizacién de estos estudios no debe ir en perjuicio de aquellos otros que se consideren necesarios en
caso de aparicion de un AVA o en situaciones de riesgo, y que detallamos mas abajo.

2.- INTERVENCIONES QUIRURGICAS.

m A partir de la evidencia disponible en el momento de la redaccion de este protocolo, recomendamos evitar
la cirugia electiva y los procedimientos invasivos en pacientes con PMM2-CDG, especialmente en aquellos
menores de 15 afos. Si es imprescindible realizarlos, sugerimos:

Antes de la cirugia programada realizar un hemograma (valorar hematies y plaquetas), asi como un estudio
de hemostasia que incluya:

- Un Tiempo de Protrombina (TP). En caso de estar prolongado (relacién> 1,2 o TP <70%) solicitar también
niveles de factores Il, V, VIl y X.

- Un tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPA) y niveles de factor VIII, IX y Xl, incluso si el TTPa es
normal (en la PMM2-CDG, el TTPa puede no alterarse a pesar del descenso de los factores IX y XI).

Abundante ingesta de liquidos antes de la intervencion.

La administracion profilactica de PFC se decidira de acuerdo a la intensidad del déficit de los factores
de la coagulacion (en general administrar PFC si los niveles de factores son < del 20-25%), y al riesgo de
sangrado inherente al tipo de intervencion.

La administraciéon de factores procoagulantes como CCP (Beriplex®) o Factor Vlla recombinante
(NovoSeven®) debe evitarse ya que se expone al paciente a un mayor riesgo de trombosis.

3.- PREVENCION DEL RIESGO TROMBOTICO.

m Cuando existe una situacion de riesgo de trombosis (cirugia, reposo en cama, yeso, etc), la
profilaxis con heparina de bajo peso molecular (HBPM) debe ser individualizada, evaluando el balance
entre riesgo trombatico/ riesgo de sangrado en cada paciente.

Recientemente se ha observado una mayor frecuencia de episodios tromboéticos en la poblacién general
portadora de ciertos polimorfismos genéticos que afectan al Factor V Leiden y a la Protrombina G20210A.
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Por ello, cuando sea posible, sugerimos hacer un estudio de los mismos en los pacientes con PMM2-CDG,
ya que existe la posibilidad de que su presencia aumente aun mas el riesgo de trombosis.

Si se establece una profilaxis con HBPM como Enoxaparina (Clexane®; dosis profilactica ninos:
0,5mg/kg/12h), se recomienda un control de la actividad de anti-Xa. De acuerdo con las recomendaciones
del American College of Chest Physicians (Monagle et al; Chest; 141(2); e737S-e801S), la actividad de
Anti-Xa 4-6 horas después de la inyeccion subcutanea de HBPM a dosis profilacticas, debe estar entre
0,1 - 0,3 Ul/mL. Si hay dificultades para mantener estos niveles de Anti-Xa, considerar la administracion de
concentrados de Antitrombina (Anbinex®, Atenativ®).

Asimismo recomendamos la movilizacion pasiva precoz del enfermo tras una intervencion quirurgica, o
tras un reposo prolongado por otros motivos.

4.- EPISODIOS STROKE-LIKE.

m Los pacientes con PMM2-CDG pueden desarrollar trombosis o hemorragias, pero también episodios
neuroldgicos de tipo stroke-like, caracterizados por disminucion de consciencia y/o focalidad neuroldgica
transitoria (por ej: debilidad transitoria de un miembro o de un hemicuerpo). Su mecanismo fisiopatolégico no
se ha aclarado aun. Posibles hipotesis serian: 1) una hipoperfusion metabdlica cortical transitoria inducida
por los trastornos de la coagulacién; 2) una disfuncion metabdlica cortical secundaria al déficit de la
glicosilacion neuronal, 3) Crisis epilépticas clinicas y/o subclinicas (fundamentalmente crisis focales motoras
inhibitorias). Con respecto a ésta ultima hipétesis, en algunos pacientes se han observado alteraciones
electroencefalograficas durante los episodios “stroke-like”, con mejoria clinica y neurofisiologica tras la
administracion de farmacos antiepilépticos.

Por lo anterior, ante cualquier sintoma neuroldgico de este tipo, recomendamos hacer lo antes posible una
resonancia magnética cerebral (con secuencias de difusion, T1, T2 y FLAIR) y un electroencefalograma.

Aunque algunos autores han propuesto la prevencién de los episodios stroke-like con antiagregantes como
el acido acetilsalicilico (dosis: 1-5 mg/kg/dia), no recomendamos su utilizacion salvo que existan
antecedentes de trombosis arterial.

Por otro lado, en caso de sintomas de tipo stroke-like sugerimos la administracion de farmacos
antiepilépticos segun el protocolo habitual de cada centro para el tratamiento agudo de las crisis
epilépticas, especialmente si existen alteraciones en el electroencefalograma.

5.- ACCIDENTES CEREBROVASCULARES HEMORRAGICOS.

m Para tratar un accidente cerebrovascular hemorragico, estaria indicada la administracion de plasma
fresco congelado (PFC) con objeto de corregir el déficit de proteinas procoagulantes, a pesar de que
también aporte inhibidores de la coagulacién. La administracion de factores procoagulantes de tipo
concentrado de complejo protrombinico (CCP; Beriplex®) o de factor Vlla recombinante (NovoSeven®) debe
evitarse, ya que expone al paciente a un riesgo elevado de trombosis.

Antes de la administraciéon de plasma fresco congelado (PFC) es recomendable realizar un hemograma con
recuento plaquetario y un estudio de hemostasia que incluya:

- Un indice de Quick (1Q).

- Un Tiempo de Cefalina.
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Algunos datos sugieren que en estos pacientes la transfusion plasma a las dosis habituales,
independientemente de su eficacia clinica, corrige poco o mal las alteraciones de los estudios de
hemostasia. A pesar de ello, tras cada transfusién recomendamos la realizacién de:

- Tiempo de Protrombina (TP).

- Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada (TTPA).

6.- COAGULACION INTRAVASCULAR DISEMINADA (CID).

m En caso de Coagulacion Intravascular Diseminada (CID) se valorara la administracion de PFC y
concentrados de Antitrombina.

Adaptado de:
Prise en charge des troubles de la coagulation chez patients atteints de CDG syndrome de type la. P. de Lonlay, Lasne,

Dautzenberg. Centre de Reference des Maladies Metaboliques de L’enfant et L’adult. Hopital Necker-Enfants Malades.
Paris. Mai 2011.

*V. de Diego, M. Serrano, B. Pérez-Duefias. Servicio de Neurologia. Hospital Sant Joan de Déu.
Barcelona.

*M.T. Toll. Servicio de Hematologia Clinica. Hospital Sant Joan de Déu. Barcelona.

*J. Corral. Centro Regional de Hemodonacion. Servicio de Hematologia y Oncologia Médica.
Hospital Universitario Morales Meseguer. Universidad de Murcia. Murcia.

Grupo Espafiol de Trabajo en CDG. Febrero 2015.
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4. Consolidacion de un grupo de trabajo multicéntrico en CDG de &mbito

nacional, el Consorcio Esparfiol en CDG.

Victor De Diego, Mercedes Serrano, Belén Pérez-Duefias, y los integrantes del

Consorcio Espafiol en CDG.

A principios de 2013, gracias a la colaboracion de las doctoras Celia Pérez-Cerda y
Belén Pérez Gonzélez del Centro de Diagnostico de Enfermedades Moleculares
(CEDEM) de la Universidad Auténoma de Madrid, asi como de la asociacién espafiola
en sindrome CDGs (AESCDG), fue posible disponer de un listado de los facultativos a
cargo de los pacientes nacionales con PMM2-CDG (en su mayor parte neuropediatras

0 neurélogos).

A partir de ese momento, nuestro equipo remitié correos electrénicos a los diferentes
especialistas responsables para ofrecerles formar parte de un grupo de trabajo en
trastornos congénitos de la glicosilacion de ambito nacional. Por otro lado, se present6
el proyecto colaborativo en la XXXVII reunion anual de la Sociedad Espafiola de
Neuropediatria (2013) lo que aumento la difusion de esta iniciativa.

Finalmente, tras varios meses de trabajo, se consiguié establecer el consorcio espafiol
en trastornos congénitos de la glicosilacion. El mismo, agrupé en su inicio a 26
especialistas clinicos de 21 hospitales, a varios investigadores del CEDEM y a la
AESCDG, todos ellos bajo la coordinacion de las doctoras Mercedes Serrano y Belén
Pérez-Duefias del Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona, como centro con mayor
experiencia en este grupo de patologias. Este esfuerzo conjunto permitié reclutar
inicialmente a 58 de los 66 pacientes con PMM2-CDG de los que se tenia constancia
en Espafa (un 88%), y a 1 de los 2 pacientes internacionales cuyos estudios
moleculares se habian realizado en el CEDEM (1 paciente de Andorra con cuyo
facultativo no fue posible contactar y que por tanto no fue incluido, y 1 paciente del
Hospital Clinico de la Universidad Catdlica de Santiago de Chile que si particip0), para

hacer un total de 59 de 67 participantes (88%).
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CONSORCIO ESPANOL
EN CDG

Total participantes: 59/67 (88%)

Canary Islands
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Figura 12. Pacientes atendidos por los especialistas integrantes del Consorcio Espafiol en CDG. Globalmente y para
cada Comunidad Auténoma, se indican el nimero de pacientes participantes sobre el total de pacientes diagnosticados
de PMM2-CDG. De los 2 pacientes internacionales diagnosticados en el CEDEM (procedentes de Andorra y Chile),
Unicamente el paciente chileno acept6 colaborar.

Imagen mapa de: www.depositphotos.com.
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5. Participacion en la red de investigacion europea en trastornos

congénitos de la glicosilacion, “Euro-CDG”.

Mercedes Serrano, Belén Pérez-Duefias, Victor De Diego.

“E-Rare” es un proyecto respaldado por la Union Europea que tiene como finalidad
promover la creacidbn de programas regionales, nacionales y comunitarios de
investigacion en enfermedades raras, y especialmente, estimular la coordinacién entre

ellos a nivel europeo.

Uno de los proyectos respaldados por el programa “E-Rare”, es la red de investigacion
europea “EURO-CDG”. Esta colaboracién, iniciada en 2011 y activa en la actualidad
(ahora bajo el nombre “EUROGLYCAN”), incluye a investigadores clinicos y basicos de
toda Europa, y tiene como objetivos principales: i) mejorar la aproximacion diagnéstica
a los CDG, ii) desarrollar modelos animales para avanzar en el conocimiento sobre su
fisiopatologia, y iii) mejorar la calidad de vida de los pacientes con CDG y de sus familias,
en especial desarrollando tratamientos que modifiquen la historia natural de estas
enfermedades. Asi mismo, otras metas del proyecto son: la creacion de una red de
laboratorios de referencia a nivel europeo; y el mantenimiento de un registro y un banco

celular de pacientes.

La red EURO-CDG celebra reuniones anuales, cuya sede cambia cada afio de pais.
Sus finalidades son, favorecer el encuentro entre investigadores, el intercambio de ideas
y la promocién de proyectos transnacionales en trastornos congénitos de la glicosilacion.
Por ello, nuestro equipo (como representante del consorcio espafiol en CDG), acude
periédicamente a estos encuentros desde 2014, para poder hacer participes y trasladar

los avances en CDG, a los pacientes y profesionales nacionales.

Fruto de estas reuniones destacamos, en colaboracién con el CEDEM, la creacion de
un registro de pacientes espafoles con CDG, facilitando posibilidad de iniciar ensayos
clinicos con nuevas terapias (por €j. chaperonas farmacolégicas) desarrolladas por los
investigadores basicos, en lo que supone un modelo fructifero de investigaciéon

traslacional.
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6. Creacion de contenidos y soporte on-line en CDG para familias y

profesionales sanitarios: “RareCommons”.

Begonya Nafria-Escalera, Mercedes Serrano, Victor De Diego, Belén Pérez-Duefas.

“RareCommons” (www.rarecommons.org) es una plataforma online creada desde el
Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona, con el objetivo de facilitar la interaccion entre

los pacientes con enfermedades raras, sus familias y los médicos que les atienden.

A través de su pagina web, los pacientes, sus familias y los facultativos a cargo, pueden
acceder a informacion fiable y rigurosa sobre CDG, y se les ofrece, si asi lo desean,
cumplimentar una serie de cuestionarios sobre su sintomatologia o signos clinicos. De
esta manera, es posible generar conocimiento cientifico sobre esta y otras patologias

minoritarias, de una forma mas accesible y rapida.

La metodologia de trabajo se inicia con el registro de las familias en la pagina web, tras
lo cual tienen acceso a varios capitulos con informacion contrastada sobre los sintomas
principales en las CDG, ordenados por érganos y sistemas. Después, si estan de
acuerdo, pueden cumplimentar un cuestionario sobre su sintomatologia/ la
sintomatologia de su familiar, para cada érgano o sistema afectado. Finalmente, se les
ofrece consultar la informacion generada por la comunidad (gréficos y tablas
comentadas por el equipo cientifico), asi como tener acceso a un foro de comunicacion

con otros pacientes, familiares y/o especialistas en estos trastornos.

En el caso de los facultativos, son invitados a participar por los pacientes o sus familias.
Una vez registrados, pueden cumplimentar varios formularios con informacion médica
sobre dichos pacientes. Entre los beneficios para los médicos se encuentran: el tener
acceso a capitulos cientificos, bibliografia y documentos de interés sobre CDG; contar
con un foro de comunicacion directa con otros especialistas; y participar en
publicaciones cientificas en las que todos los médicos que hayan colaborado seran
incluidos como autores (siguiendo el orden recomendado por el comité internacional de
editores de revistas médicas, ICMJE: www.icmje.org/recommendations/browse/roles-

and-responsibilities/defining-the-role-of-authors-and-contributors.html).

En este contexto, nuestro equipo desarrollé para “RareCommons”, 13 capitulos tedricos

resumiendo las manifestaciones mas relevantes de los CDG. Estos capitulos incluyeron:
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1) Los CDG desde el punto de vista celular y molecular.

2) Los CDG, la sangre y las alteraciones de la coagulacion.
3) Los CDG desde el punto de vista neurologico .

4) Los CDG desde el punto de vista neurologico .

5) Gastroenterologia y hepatologia en el sindrome CDG.

6) Problemas endocrinolégicos y ginecologicos en el sindrome CDG.
7) Problemas renales en el sindrome CDG.

8) Problemas osteoarticulares en el sindrome CDG.

9) La cardiopatia en los CDG.

10) Manifestaciones oftalmoldgicos en los CDG.

11) Trastornos inmunolégicos en los CDG.

12) Problemas de conducta y aprendizaje en los CDG.

13) La piel en los CDG.

Asi mismo, para cada 6rgano o sistema, se desarrollaron 2 tipos de cuestionarios, uno
para familias y otro para médicos (en total 24 cuestionarios). El cuestionario en formato
para familias y para facultativos fue similar, aunque para los clinicos las preguntas sobre
la historia fueron mas detalladas (ej. se pregunté con mayor precision la edad de
aparicion o caracteristicas de cada signo/sintoma), técnicas (mayor uso de terminologia
médica), y complejas (incluyeron cuestiones sobre la exploracion fisica y las pruebas

complementarias realizadas).
A continuacion, se adjunta el primer capitulo con informacién para padres: "Los CDG
desde el punto de vista celular y molecular”; asi como los cuestionarios para pacientes

y médicos correspondientes a dicho capitulo.

El resto de capitulos y cuestionarios pueden encontrarse en www.rarecommons.org.
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CAPITULO 1.

molecular.

La célulay la glicosilacion.

las siguientes:

y otras reacciones bioquimicas.
procesan las proteinas.

célula.

forma a la célula.

o energia a la célula.

codigo genético.

st
sidefauliflesiguia_practica_familias_CDG paf

* Reticulo endoplasmatico: Red de tubulos

usada para la sintesis de moléculas complejas
« Aparato de Golgi: Organulo en donde se
sLisosoma: “Departamento” digestivo de la
* Microtbulo: Cilindros que mantienen y dan

* Mitocondria: Responsable de dar la potencia

La PMM2-CDG desde el punto de vista celular y

La célula es la unidad morfolégica y funcional del ser vivo. Esta se compone de 3 partes
fundamentales: la membrana que la recubre, el nicleo donde se encuentra la mayor parte del ADN,
y el citoplasma, un fluido que ocupa el espacio entre la membrana y el nicleo en cuyo interior
residen las organelas y estructuras celulares. Las organelas y estructuras mas importantes son

+ Ribosomas: Organulos donde se forman las
proteinas de acuerdo con las instrucciones del actica familiss CDG pl

EI ADN es la molécula que contiene la informacion necesaria
para  sintetizar  proteinas. ADN  significa  acido
desoxirribonucleico y es una gran estructura formada por una
larga secuencia de nucleétidos dispuestos en forma de doble
hélice, donde los nucleétidos son como las letras contenidas
en una enciclopedia. La secuencia de nucleétidos es la que
determina el codigo genético, es decir, las instrucciones para
sintetizar (formar) las proteinas.

Las proteinas forman parte de las células y de los drganos
con muy diversas funciones. Cada una esta constituida por @ s
una cadena de moléculas méas pequeras, los J

aminoacidos. Las proteinas pueden tener diversas
funciones dentro del organismo: puede ser un enzima, un
transportador, una 'I‘ﬁdl!mnn
hormona, una proteina estructural o de membrana, etc... ’_‘_.&: I3

Las proteinas son la forma de expresién de nuestro codigo ﬁ;f [Froima] - et
genético vy son ellas las que se encargan de formar, A

Transeripcian

4

ARNm ]| CCUGAGE ACUAUUGALG |G

modificar o eliminar a otras moléculas basicas del
organismo: los azicares (=hidratos de carbono) y las =~ esiwa.prctca famiias COG pdf
grasas (=lipidos).

Las proteinas, una vez formadas a partir de la informacién de nuestro ADN, necesitan ser
procesadas para que funcionen adecuadamente. Ese procesamiento consiste fundamentalmente
en reacciones quimicas para cambiar su forma o afadirles otras moléculas, y tiene lugar en el
citoplasma, el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi.

A algunas proteinas, durante su procesamiento se les anaden

unas cadenas de azlcares, a modo de “antenas”, llamadas > Glicano
glicanos. A las proteinas que tienen unidas una o varias o) O’é
cadenas de glicanos se les llama glicoproteinas. Estas +
“antenas” de glicanos actlan sobre todo como sefales > Proteina

biolégicas para la comunicacion entre células, el plegamiento
de otras proteinas o la union a proteinas diana.

T

Glicoproteina

Da:fips imetaboicas sdhespitalbarcelona orpls

Las glicoproteinas tienen mltiples funciones en el organismo itestefuullfies/guia_practica_fomiins COGpdf
actuando como anticuerpos, hormonas, enzimas, factores de

crecimiento, proteinas transportadoras, grupo sanguineo, etc. Por ello, no es sorprendente que la
alteracion de la maquinaria de la glicosilacion de lugar a enfermedades multisistémicas y muchas
Veces graves.

El ADN.

EI ADN se encuentra dentro del niicleo celular y esta organizado de diferentes formas. Por una parte,
la informacion genética se encuentra agrupada en unas estructuras llamadas cromosomas. Los
seres humanos tenemos 23 parejas de cromosomas, en total 46 cromosomas. De cada pareja de
cromosomas, uno lo heredamos de nuestro padre y el otro de nuestra madre (por ej: tenemos dos
cromosomas 15, une heredado del padre y otro de la madre). Los cromosomas se dividen en 2 tipos,
los autosomas, numerados del 1 al 22, y los cromosomas sexuales, X e Y. Asi, un varon sera 46 XY,
¥ una mujer 46 XX.

Cada cromosoma contiene multiples genes. Un gen es una porcion del ADN que tiene la informacion
necesaria para sintetizar una proteina. En el ser humano hay unos 20500 genes. Elnimero de genes
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en cada cromosoma varia, ya que hay cromosomas muy grandes (como el cromosoma 1, con 4222
genes) y otros mas pequefios (como el cromosoma 21, con 582 genes).

En ocasiones los genes de una persona pueden estar alterados. Estar alteraciones pueden aparecer
de forma espontanea (muchas veces durante la formacioén del embrién) o ser heredadas de los
progenitores. Una de las formas mas frecuentes de alteracion genética son las mutaciones. Una
mutacién es un cambio estable en un gen (capaz de ser heredado), que causara una alteracion en
la sintesis de la proteina que codifica y que por tanto, modificara la funcion que esta proteina realiza.

¢Qué ocurre en la PMM2-CDG?

La PMM2-CDG se debe a una mutacion en el gen PMM2, localizado en el cromosoma 16. Este gen
contiene la informacién para formar la proteina fosfomanomutasa (o PMM). La fosfomanomutasa
se encarga de anadir la parte inicial de las “antenas” de glicanos a diferentes proteinas del organismo.
Cuando hay una cantidad de fosfomanomutasa insuficiente en la célula o la fosfomanomutasa no
funciona adecuadamente, no es capaz de glicosilar bien a varias proteinas y estas proteinas no
pueden cumplir su funcion.

Estas proteinas alteradas participan sobre todo en el desarrollo del cerebro (especialmente del
cerebelo), en la digestion y absorcion de los alimentos a nivel gastrointestinal, en la retina, en el
funcionamiento del higado, en la coagulacion sanguinea, en el sistema inmunolagico, en la piel y en
la formacién de los huesos, entre otros.

Esto da lugar a que los nifios y adultos con PMM2-CDG puedan presentar desequilibrio, dificultades
al hablar, problemas de aprendizaje, vémitos, diarrea, problemas de crecimiento, déficit visual,
trombosis o hemarragias, infecciones frecuentes, acimulos de grasa en zonas poco frecuentes,
rasgos faciales caracteristicos, efc.

Fadre portador Madre portadors

La PMM2-CDG se hereda de forma autosémica ., =
P
cromasoma 1 i : ; i
/

recesiva. Esto significa que para que un nifio
exprese |la enfermedad es necesario que herede 2
copias del gen PMM2 mutadas, una procedente de
su padre y otra de su madre (es decir que ambos
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Resumen:

* La célula es la unidad morfolégica y funcional del ser humano. Sus componentes
principales son: la membrana, el citoplasma y el niicleo.

* El ADN codifica fundamentalmente proteinas.

* Las glicoproteinas son aquellas proteinas que tienen unidas cadenas de azicares.
Estas cumplen miltiples funciones en el organismo: anticuerpos, hormonas, enzimas,
factores de crecimiento, etc.

# Enla PMM2-CDG algunas glicoproteinas no se sintetizan bien, dando sintomas
neuroldgicos, digestivos, oculares, hepiticos, sanguineos, etc.

* La PMM2-CDG es una enfermedad genética que se hereda de forma autosémica
recesiva.

# Existen muchas mutaciones que pueden producir la PMM2-CDG, por ello los

sintomas a veces son muy diferentes entre pacientes.

portadores.

5 .
quia_practica_familias_COG. pof

En la actualidad existen 112 mutaciones diferentes que pueden causar la enfermedad. Esta gran
variabilidad genética probablemente explica por qué 2 personas con PMM2-CDG no tienen los
mismos sintomas, o que incluso existan casos de adultos con PMM2-CDG confirmada
genéticamente completamente asintomaticos.
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CUESTIONARIO MEDICOS - ANTECEDENTES, CARACTERISTICAS
GENETICAS Y MOLECULARES

Paciente Fecha: _ /_/ (DD/MM/AAAA)

EMBARAZO Y PARTO

+ Complicaciones durante el embarazo

Ninguna
D Infeccidn de orina
[ otras infecciones Especificar:
|:| Serologias alteradas Especificar:
[[] s6B positivo

D Diabetes materna

D HTA materna

D Consumo de tabaco/drogas

D Alteraciones ecograficas Especificar:
D Farmacos Especificar:
D Otros

e Parto:
[ ] Eutécico
D Cesarea Motivo:
|:| Distdcico por otras causas Especificar:

- Edad gestacional semanas

- Apgar

- Reanimacion:
Tipo (LILILIV 0 V)
Motivo (si>ll)

* Datos antoprométricos al nacimiento

a) Peso: g
b) Longitud: __cm
¢) Perimetro craneal: cm

« Problemas de prematuridad (< 37 semanas):
I:‘ Ninguno
[] pistrés respiratorio
D Displasia broncopulmonar

Hemorragia periventricular

I:‘ Enterocolitis necrotizante
D Retinopatia
D Otros:

CUESTIONARIO MEDICOS — ANTECEDENTES, CARACTERISTICAS
GENETICAS Y MOLECULARES

Paciente Fecha: __ /_/ (DD/MM/AAAA)

PERIODO POSTNATAL INMEDIATO (hasta 28 dias de vida)

e Problemas postnatales:

] No

Hipotonia

Hiporreflexia (Reflejos disminuidos)

Dificultades de alimentacion que precisaran sonda nasogastrica
Enteropatia (diarrea)

Reflujo gastroesofagico o vémitos

Convulsiones

Rasgos dismorficos

Problemas renales

Edemas/Ascitis/ Derrame Pleural Especificar: _____
Derrame pericardico
Problemas osteoarticulares Especificar:

Encefalopatia hipdxico-isquémica
Ventilacion mecdnica (incluido CPAP)
Ictericia que requiri6 fototerapia
Sepsis neonatal
Hipoglucemia

Otros:

OOOOOOOOOOOOOOOO

DATOS DEL DIAGNOSTICO

* Primer sintoma
[ Hipotonia
D Fallo de medro
[] Hipotonia y fallo de medro

|:] Diarrea y/o vomitos Especificar:
D Fallo de medro y diarrea y/o vomitos Especificar:
D Estrabismo u otros prob. oculares Especificar:

l:] Retraso psicomotor
D Otros

- Edad primer sintoma meses/afos

* Diagnéstico etiolégico
- Edad sospecha PMM2-CDG meses/afios
- Edad diagnéstico definitivo PMM2-CDG meses/afios
(estudios enzimaticos o genéticos)
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CUESTIONARIO MEDICOS — ANTECEDENTES, CARACTERISTICAS
GENETICAS Y MOLECULARES

Paciente Fecha: __ /_/ (DD/MM/AAAA)

PRUEBAS GENETICAS Y BIOQUIMICAS

- ¢En alguna ocasion se le ha solicitado al paciente un estudio genético? Si/no/no sé

- Sila respuesta es si, ;Conoces los resultados? Detallar a continuacion.
Nota: Los r de los di éticos se pueden exp de dos formas distintas:
+ En formato ADN: ej. Madre: ¢.374G>A; Padre: ¢.784C>T.
« En formato proteina: ej. Madre: R132Q; Padre: Y46C.
Si es posible, detallar en ambos formatos.

- El resultado genético incluye informacion sobre el tipo de mutacion (ej: mutacion ya

descrita, mutacion nueva, disomia uniparental, etc.). Si/no/ no sé (si se conoce, detallar).

- ¢, Sabes si le ha realizado un estudio de actividad enzimatica? Si/no/no sé

- Si tiene un estudio de actividad enzimatica, ¢ cual fue el porcentaje de actividad?, ¢se
realizd en leucocitos o fibroblastos?.

- ¢Se le harealizado en alguna ocasion una puncion lumbar? Si/no/no sé

- Sila respuesta es si, ¢ Cuales fueron los resultados?.

ANTECEDENTES FAMILIARES

- ¢La madre presenta alguna enfermedad relevante?

- ¢, Se le ha realizado estudio genético a la madre? ;Cual fue el resultado?

[[] No realizado
[] Realizado, no portadora
D Realizado, portadora

CUESTIONARIO MEDICOS - ANTECEDENTES, CARACTERISTICAS
GENETICAS Y MOLECULARES

Paciente Fecha: __ /__/ (DD/MM/AAAA)

- ¢El padre presenta alguna enfermedad relevante?

- ¢Se le ha realizado estudio genético al padre? ;Cual fue el resultado?
] No realizado
|:| Realizado, no portador
D Realizado, portador

- Por favor, complete la siguiente tabla relacionada con diferente informacion referente a
los hermanas/a de su hijo afectado por CDG-la

Nombre Sexo Fecha de Problemas Test ADN (No
imi édi realizado / Si
portador)

- ¢ Hay algun otro antecedente familiar de interés? (ictus en menores de 35 afios, epilepsia,
dificultades de aprendizaje, sindromes genéticos, abortos de repeticion, etc)

OTROS

Dejamos aqui un espacio para que podais comentar, con la mayor extension que podais,
otra alteraciones en las pruebas genéticas o enzimaticas, asi como adjuntar las analiticas
de las que dispongais escaneadas (como imagenes) o en formato pdf.

129



Evaluacién Clinica y Radiolégica PMM2-CDG

Resultados

CUESTIONARIO PADRES - ANTECEDENTES, CARACTERISTICAS
GENETICAS Y MOLECULARES

PRIMEROS SINTOMAS, EMBARAZO Y PARTO:

- ¢Cudl o cuales fueron los primeros sintomas? (hipotonia, escasa ganancia de peso,
estrabismo, retraso psicomotor, vémitos y/o diarrea, etc.) Describir con detalle si es
posible.

- ¢A qué edad aparecieron?

- {El embarazo fue normal? (detallar cualquier complicacién, aunque sea leve, durante la
gestacion)

- ¢De cuantas semanas nacio?

- ¢ Cuanto pesd al nacer? (indicar en gramos)

- ¢, Cuanto midié al nacer? (indicar en centimetros)

- ¢, Cuénto midié su cabeza al nacer (su perimetro craneal o PC)? (indicar en centimetros)

- ¢Hubo alguna complicacion durante el parto? (nalgas, ceséarea, espatulas o forceps,
necesidad de reanimacion, etc). Detallar.

- ¢Hubo alguna complicacion durante el primer mes de vida? Detallar.

DATOS DEL DIAGNOSTICO:

- ¢ Con qué edad los medicos sospecharon una enfermedad en su hijo? (indigue si su
respuesta es en dias o meses)

¢ Con qué edad los médicos sospecharon del diagnostico de Defecto Congénito de la
Glicosilacion Tipo la (o PMM2-CDG)? (Indicar si su respuesta es en dias o meses)

¢ Con qué edad se confirmd el diagnostico de CDG-la (o PMM2-CDG) mediante estudios
genéticos/enzimaticos? Detalle si su respuesta es en dias o0 meses.

PRUEBAS BIOQUIMICAS Y GENETICAS:

- ¢En alguna ocasién se le ha solicitado al paciente un estudio genético? Si/no/no sé

- Silarespuesta es si, ;jConoces los resultados? Detallar a continuacion.
Nota: Los resultados de los estudios genéticos se pueden expresar de dos formas distintas:
» En formato ADN: e]. Madre: ¢.374G>A; Padre: ¢.784C>T.
« En formato proteina: ej. Madre: R132Q; Padre: Y46C.

- ¢ Sabes si le ha realizado un estudio de actividad enzimatica? Si/no/no sé

- Si tiene un estudio de actividad enzimatica, ¢la actividad era normal o estaba
disminuida?.

- ¢ Se le ha realizado en alguna ocasién una puncion lumbar? Si/no/no sé

- Silarespuesta es si, /Los resultados fueron narmales o estaban alterados?.

ESTUDIOS FAMILIARES:

1.- Nombre de la madre:

Fecha de nacimiento:

Test de ADN: No, realizado / Realizado, no portadora / Realizado, si portadora

¢ Tiene algan sintoma? Si /INO
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Por favor, detalle los sintomas:

2.- Nombre del padre:
Fecha de nacimiento:
Test de ADN: No, realizado / Realizado, no portadora / Realizado, si portadora

¢ Tiene algun sintoma? Si /NO

Por favor, complete la siguiente tabla relacionada con diferente informacion referente a los
hermanos/a de su hijo afectado por CDG-la

Nombre Sexo Fecha de Problemas Test ADN (No
imi édi lizado / Si
portador)

¢Hay antecedentes de CDG-la en la familia o sospecha de ellos? SI /NO

En caso afirmativo, por favor detallad el parentesco:

¢Su caso ha aparecido en algun articulo médico, del cuél tengais conocimiento? SI /NO

Si lo conocéis, detallad en qué publicacion y con qué fecha de edicion:

- ¢Hay algun otro antecedente familiar de interés? (ictus en menores de 35 afios, epilepsia,

dificultades de aprendizaje, sindromes genéticos, abortos de repeticion, etc)

OTROS

Dejamos aqui un espacio para que podais comentar, con la mayor extension que podais,
otra alteraciones en las pruebas genéticas o enzimaticas, asi como adjuntar las analiticas
de las que dispongais escaneadas (como imagenes) o en formato pdf.
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7. Comunicaciones a ConQresos.

Mercedes Serrano, Belén Pérez-Duefias, Victor De Diego, y el Consorcio Espafiol en
CDG.

7.1 - Evaluacién Clinico-Radiologica de Pacientes Espafioles con PMM2-
CDG. V. De Diego, M. Serrano, M. O’Callaghan, A. Garcia-Cazorla, P. P6o, J. Muchart,
M. Molero-Ruiz, P. Briones, G.E. de Trabajo en CDG, B. Pérez-Duefas. Presentacion
Oral. IX Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Neurologia Pediatrica (SENEP).
Palma de Mallorca.13 de junio de 2014. Ambito de impacto: Nacional.

7.2 - Evaluaciéon de la Poblacién Espafola con PMM2-CDG. V. De Diego.
Presentacion Oral Beca. XXXVIII Reunién Anual de la Sociedad Espafiola de Neurologia
Pediatrica (SENEP). Logrofio. 22 de mayo 2015. Ambito de impacto: Nacional.

7.3 - Phosphomannomutase Deficiency (PMM2-CDG): Assessment of
Cerebellar Dysfunction through ICARS. V. De Diego, M. Serrano. Presentacion
Oral. 11th European Paediatric Neurology Society Congress. Viena. 27 de mayo 2015.

Ambito de impacto: Internacional.

7.4 — Investigacién Abierta Colaborativa en PMM2-CDG a través de
www.rarecommons.ord. Nafria-Escalera B, De Diego Almarza V, Serrano M, Pérez-
Duefias B. Presentacion Oral. XI Congreso Nacional de Errores Congénitos del

Metabolismo. 15 de octubre de 2015. Ambito de impacto: Nacional.
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DISCUSION

¢ Caracteristicas generales de la poblacion espafiola con PMM2-CDG.
¢ Descripcion del desarrollo psicomotor en nifios con PMM2-CDG.
¢ Validez y utilidad de la escala ICARS en pacientes con PMM2-CDG.

¢ Validez y utilidad de la volumetria y del diAmetro relativo medio-sagital del vermis

cerebeloso (MVRD) en la valoracion de la atrofia cerebelosa en la PMM2-CDG.
¢ Evolucion neurorradioldgica de la PMM2-CDG.

¢ Evolucion del sindrome cerebeloso en la PMM2-CDG.

¢ Desarrollo de protocolos de actuacion en la PMM2-CDG.

¢ Consolidacion de una red nacional de profesionales para los CDG y participacion en

“Euro-CDG”, como modelos de investigacion en enfermedades minoritarias.

¢ “RareCommons” como plataforma on-line para la investigacion colaborativa en

enfermedades raras.
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Caracteristicas generales de la poblacion espaiola con PMM2-CDG

La fosfomanomutasa 2 (PMM2) es una proteina de 246 aminoé&cidos codificada por el
gen PMM2, el cual se encuentra en el cromosoma 16p13. Hasta la fecha se han descrito
més de 100 mutaciones distintas, siendo la mayor parte mutaciones missense (Stenson
et al. 2017). Los pacientes son en general, heterocigotos compuestos, es decir,
portadores de 2 mutaciones distintas en cada uno de los alelos del gen PMM2. También
existe un pequefio numero de homocigotos puros. Probablemente debido a la gran
diversidad de mutaciones, que a su vez produce una cantidad mucho mayor de posibles
genotipos, y al nimero bajo de pacientes, no se han establecido aun claras relaciones
genotipo-fenotipo para esta entidad (Altassan et al. 2019). Sin embargo, algunas
mutaciones concretas si han mostrado cierta asociacibn con una mayor o menor
gravedad clinica (ej. la frecuente mutacién R141H se considera incompatible con la vida

en homocigosis) (Matthijs et al. 1998).

En nuestra serie, las mutaciones p.E93A, p.C241S y p.R162W se relacionaron con una
menor puntuacion en la escala ICARS y con menor atrofia cerebelosa en la RMN
cerebral. De las tres, la mutacién p.C241S se habia vinculado previamente con un
fenotipo leve en pacientes belgas, espafioles e italianos (Matthijs et al. 1998, Barone et
al. 2015), reforzando cierta evidencia en este sentido. Por otro lado, la mutacion p.L32R
habia sido descrita como la mas frecuente (hasta el 70% de casos) en una serie de
pacientes italianos con fenotipo leve (Barone et al. 2015). Esta mutacion se encontrd
Unicamente en uno de nuestros enfermos, el cual present6 un fenotipo neurolégico leve,
con ICARS relativamente bajo (ICARS=17), alcanzando la marcha autonoma sobre los
2 afos de edad, la carrera sobre los 2 afios y medio, y siendo relativamente

independiente para las actividades basicas de la vida diaria a los 7 afios.

Por el contrario, los 5 pacientes portadores de las mutaciones p.P113L o p.E139K
presentaron valores de ICARS elevados, todos por encima de 40 puntos. En concreto,
el paciente homocigoto para P113L, mostré un ICARS de 70, el segundo mas alto de la
serie. Por otro lado, la paciente con el genotipo p.V129M/c.IVS3+2T>C mostr6 una
clinica multisitémica grave falleciendo al mes de vida por taponamiento cardiaco. La
mencionada mutacién p.V129M se habia asociado con anterioridad a mayor afectacion
clinica (Barone et al. 2015). Finalmente, la paciente con el genotipo p.T237M/c.640-
9T>G tuvo una puntuacién de 60 en la escala ICARS, mostrando un fenotipo neurolégico
moderado-severo. Esta variante p.T237M se habia asociado en un caso anterior con un

fenotipo grave, aunque multisistémico (Tayebi et al. 2002).
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Aun cuando resulta dificil establecer asociaciones consistentes entre la clinica y los
genotipos en la PMM2-CDG, méas aun considerando que probablemente existen otros
genes modulando la actividad enzimética final de la fosfomanomutasa (Bortot et al.
2013), la evidencia acumulada de ésta y otras series podria ayudar en el futuro a
establecer correlaciones genotipo-fenotipo con impacto en el prondstico o incluso en la

eleccion del tratamiento 6ptimo para cada paciente.

Por otro lado, varias publicaciones durante la década de los 90 apuntaron hacia una
aparente relacion entre la actividad enzimatica de la PMM2 y la afectacion clinica,
apreciando que dicha actividad oscilaba entre el 0% y el 10% para las formas mas
graves o clasicas/ multisistémicas (Van Schaftingen y Jaeken 1995, Carchon et al.
1999). Sin embargo, series posteriores han mostrado una baja asociacién entre ambos
parametros, lo que por el momento, limita el valor prondstico de esta prueba (Matthijs et
al. 1999, Barone et al. 2015, Schiff et al. 2017). En el mismo sentido, en nuestros casos
no encontramos grandes diferencias en la actividad enzimatica entre los pacientes con
fenotipo multisistémico y neuroldgico, asi como tampoco una clara correlacién entre el
grado de afectacion neurolégica medida mediante ICARS vy dicha actividad enzimatica
(ver tabla 10).

Existen varias referencias en la literatura que mencionan la sintomatologia de debut en
la PMM2-CDG (Funke et al. 2013, Monin et al. 2014, Barone et. al 2015). Dada la
importancia clinica de reconocer los sintomas precoces de una enfermedad para
orientar adecuada y rapidamente el diagnéstico, analizamos con algo mas de detalle
estos sintomas iniciales en nuestra cohorte. Resulta interesante que incluso los casos
con un fenotipo mas leve presentaron algun tipo de sintoma durante los primeros 9
meses de vida (ej. nuestro paciente mas leve con un ICARS de 4 a los 15 afios y
practicamente asintomatico en el momento de la evaluacion, presenté varios episodios
de diarreas, elevacion de transaminasas y 2 eventos de desviacion ténica de la mirada
durante los primeros meses de vida). Es mas, sorprendentemente un 37% de nuestros
enfermos debutaron exclusivamente con manifestaciones digestivas (voOmitos, diarrea,
fallo de medro, necesidad de nutricibn mediante sonda nasogéstrica). Esto difiere de lo
descrito con anterioridad, donde en general se indica que, al comienzo, la sintomatologia
neuroldgica es una constante (hipotonia, estrabismo, retraso psicomotor) a la que en
ocasiones se asocian problemas digestivos. Aunque es posible que en algunos de
nuestros enfermos existiera leve hipotonia que pasara desapercibida, o que fuera

considerada consecuencia de la malnutricion (Howell et al. 2006), en otros, los sintomas
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gastrointestinales aparecieron inicialmente aislados antes de que el cuadro neurol6gico
pudiera apreciarse. Esta observacion refuerza nuestra recomendacion de solicitar un
estudio de isoformas de la transferrina a todos aquellos neonatos o lactantes con
dificultades de alimentacion, fallo de medro, o signos de malabsorcién sin una causa

evidente, incluso si no presentan sintomas neurologicos concomitantes inicialmente.

La mayor parte de los pacientes de la cohorte espafiola presenté microcefalia, bien
congénita o adquirida, siendo esto ultimo lo méas frecuente. Incluso aquellos que
mantuvieron en su evolucion un perimetro craneal dentro de la normalidad, mostraron
tendencia al descenso de su percentil de PC durante el seguimiento. Si bien, las causas
del limitado crecimiento craneal no estan claras, su origen probablemente resida en el
efecto que ejerce el déficit de la glicosilacion sobre el crecimiento cerebral, no sélo en
las neuronas del cerebelo si no también en aquellas supratentoriales. Este hecho
explicaria la atrofia cortical cerebral, las lesiones de sustancia blanca y el retraso de la
mielinizacién a nivel hemisférico que muestran algunos enfermos (Feraco et al. 2012,
Schiff et al. 2017).

Hasta dénde conocemos, Unicamente dos publicaciones previas han evaluado la
evolucién del peso y la talla en nifios con PMM2-CDG (Kjaergaard et al. 2002, Witters
et al. 2019). Sus conclusiones son similares a las nuestras, los nifios con PMM2-CDG
mayoritariamente nacen con una somatometria normal, pero presentan durante su
etapa prepuberal una tendencia al estancamiento ponderal evolucionando hacia
percentiles menores del p25, y en un porcentaje cercano al 50%, hacia una talla y peso
bajos (<p5). Aunque los niveles de hormona del crecimiento que muestran son
normales, sus niveles bajos en suero de IGF-1, IGBP3, y subunidad acido-labil (ALS)
(De Zegher y Jaeken 1995, Pérez-Duefias et al. 2009) parecen estar en el origen del

fallo de medro.

Con respecto a la ataxia cerebelosa, aunque es bien sabido que es el sintoma mas
constante y caracteristico de los pacientes con PMM2-CDG (Monin et al. 2014), las
particularidades de esta manifestacion no se habian analizado con detalle previamente.
El uso, por primera vez en esta entidad, de una herramienta cuantitativa como ICARS,
nos permitié un andlisis pormenorizado de la ataxia. Curiosamente, aunque los estudios
de neuroimagen y anatomopatolégicos muestran que la afectacion cerebelosa es sobre
todo vermiana (Akaboshi et al. 1995, Antoun et al. 1999), nuestra comparacion de los
resultados de las subescalas del ICARS, puso de manifiesto un patrén de ataxia global.

Es mas, podria esperarse, dada la afectacion preeminente de la linea media cerebelosa,
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un mayor impacto sobre el mantenimiento de la postura con menor grado de disartria
(Jafar-Nejad et al. 2018). En cambio, las funciones méas dafiadas fueron la marcha (més
que la estatica), el lenguaje expresivo (disartria) y los movimientos oculomotores. Es
probable que las correlaciones clasicas anatomico-clinicas entre regiones del cerebelo
y tipos de ataxia (ej. ataxia truncal en lesiones de vermis, ataxia cinética y de
extremidades en lesiones de los hemisferios), sean adecuadas para pacientes adultos,
pero no tanto en nifios, especialmente si el dafio cerebeloso se inicia en la etapa
prenatal o los primeros meses de vida. El origen de estas diferencias podria encontrarse
en fendbmenos de plasticidad neuronal que reorganizan las funciones habituales de las
regiones del cerebelo, alterando la correlacion esperable entre estructura lesionada y

expresion clinica.

Un resumen de la comparacién entre las caracteristicas neurologicas de los pacientes
espafoles y de las principales series publicadas queda reflejado en la tabla 11. En
general, los resultados de nuestra cohorte son similares a los de las mencionadas
publicaciones, a excepciébn de algunas particularidades que se comentan a

continuacion:

1.- Un porcentaje menor de entre nuestros pacientes consiguieron caminar sin
ayuda (30%) con respecto a los del resto de series (40-45%). Aunque la
diferencia no es muy marcada, es posible que se deba a que, la mayoria de los
casos en los que dispusimos de informacién sobre la marcha (habitualmente
mediante exploracion directa) eran menores de 10 afios. Teniendo en cuenta
gue algunos afectados pueden conseguir andar a edades mas avanzadas (por
ejemplo, una paciente de nuestro registro logré caminar con 13 afos), la menor
edad de nuestros enfermos puede haber infraestimado su capacidad para la

deambulacion auténoma.

2.- Nuestra serie y la de Barone et al. 2014, son las Unicas que recogieron
informacion sobre la frecuencia de crisis febriles (16% y 11%, respectivamente).
Esta fue mayor que la de la poblacion general, donde oscila entre el 2 y el 5%
(Verity et al. 1985). La frecuencia de epilepsia fue del 9%, también mayor que la
global en nifios del 0.5%-1% (Aaberg et al. 2017), pero menor que la del resto
de series (15-48%). En todo caso, la epilepsia no es una caracteristica central
en la PMM2-CDG y cuando aparece es leve y suele controlarse con un unico

farmaco antiepiléptico. La frecuencia de neuropatia periférica, que puede ser
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Tabla 11. Comparacion de las manifestaciones neuroldgicas, visuales y auditivas entre la cohorte espafiola de pacientes con PMM2-CDG y

otras series publicadas.

Caracteristicas

Media de edad (afios)
Microcefalia

Ataxia

Hipoplasia/ Atrofia cerebelosa
Marcha independiente!

Afectacion cognitiva/
Problemas aprendizaje

Crisis febriles
Epilepsia

Episodios stroke-like
Neuropatia

Axonal
Desmielinizante

Afectacion visual®

Afectacion auditiva®

Cohorte espafiola*

11
4/12 (33%)
15/15 (100%)
19/19 (100%)
6/20 (30%)

14/17 (82%)

3/19 (16%)
2122 (9%)
4120 (20%)
6/16 (37%)

214 (50%)

214 (50%)
21/22 (95%)

217 (29%)

Witters et al. 2019*

11
12/37 (32%)
71/73 (97%)
N.D.
29/73 (40%)

49/70 (70%)?

N.D.
15/75 (20%)°
5/75 (6,7%)"
39/70 (56%)

N.D.
N.D.

69/74 (93%)

8/71 (11%)

Schiff et al. 2017*

12
N.D.
58/60 (97%)
19/19 (100%)
22/49 (45%)

89/96 (93%)

N.D.
32/67 (48%)
12/24 (50%)
10/23 (43%)

3/10 (30%)
7/10 (70%)

86/88 (98%)

7127 (26%)

Barone et al. 2014*

20
19/34 (56%)
37/37 (100%)
19/19 (100%)
14/37 (38%)

35/37 (95%)

4/37 (11%)
5/34 (15%)
8/32 (25%)
16/37 (43%)

N.D.
N.D.

25/36 (69%)

N.D.

* Excepto para la edad (expresada como edad media en afios), el resto de cifras se refieren a: nimero de afectados/ nimero de pacientes con datos disponibles (porcentaje de afectados).

N.D.: informacién no disponible.

1. En la cohorte espafiola inicamente se incluyeron los pacientes con edad > a 2 afios. Para este item, en la serie de Witters et al. 2019 se utilizé la informacion aportada por la familia. En los casos de Schiff et al. 2017 sélo
se computaron los pacientes que consiguieron caminar antes de los 10 afios. En la serie de Barone et. al 2014, se contabilizaron los enfermos que podian caminar en el momento de la evaluacion.

2. Informacién aportada por la familia sobre rendimiento académico en las 4 semanas previas.

3. Se refiere Unicamente a la presencia o no de crisis epilépticas en los 6 meses previos.

4. No especifica claramente si el nimero total de pacientes con datos es 75, aunque parece indicarlo asi (posible infraestimacion del % de episodios stroke-like en esta serie).

5. La cohorte espafiola, Witters et al. 2019, y Schiff et al. 2017 incluyen cualquier tipo de sintomatologia oftalmoldgica (estrabismo, nistagmus, desviacion ténica de la mirada, retinopatia, etc.). Barone et al. 2014 sélo contabiliza
los pacientes con retinopatia y/o con alteraciones en el electrorretinograma o potenciales evocados visuales (posible infraestimacion del %).

6. La cohorte espafiola, Schiff et al. 2017, y Barone et al. 2014 se refieren en general, a afectacién auditiva comprobada por PEATC. En Witters et al. 2019 se utilizé la informacién sobre impresién subjetiva de audicion
aportada por la familia.
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tanto axonal como desmielinizante, también parece ser algo menor con respecto
a otras publicaciones (37.5%, frente a 43-56%). Una posible explicacion de estas
diferencias, residiria en la hipétesis de que los pacientes del sur de Europa son
portadores de mutaciones causantes de fenotipos méas leves de PMM2-CDG
(Pérez et al. 2011). Nuestros datos parecen reforzar esta idea, pues al menos
para estos sintomas, son mas similares a la serie italiana (Barone et al. 2014)
gue a las centroeuropeas (Schiff et al. 2017, Witters et al. 2019).

3.- Finalmente, cabe mencionar la edad de aparicion de los episodios stroke-like
en la serie espafola. Estos eventos hasta ahora no se habian informado en
adultos, por lo que se consideraban una manifestacién exclusiva de los nifios
con PMM2-CDG (Monin et al. 2014). Sin embargo, en nuestra cohorte, una
paciente sufrié episodios compatibles con cuadros stroke-like hasta los 32 afios
de edad. Este hallazgo ampliaria el espectro clinico de la entidad, poniendo de
manifiesto la necesidad de que los médicos y las familias se mantengan atentos
a la aparicion de esta manifestacién mas alla de la adolescencia, y sea valorada
individualmente la necesidad de iniciar o continuar tratamiento pasada la

pubertad.

Descripcion del desarrollo psicomotor en nifos con PMM2-CDG

Aunque la presencia de retraso psicomotor se ha descrito en el 96% de méas de 500
pacientes con PMM2-CDG repartidos en la literatura médica, las edades de adquisicién
de los hitos del desarrollo y su patrén de retraso psicomotor no se conocen bien
(Altassan et al. 2019). Por ello, en nuestro estudio registramos el momento de aparicion
de los principales hitos del desarrollo, lo que permitié apreciar un patron de retraso con
afectacion de més grave a mas leve en las &reas: motora gruesa, motora fina, y lenguaje
expresivo, respectivamente; mientras que el area social y el lenguaje comprensivo se

mantuvieron en rango normal o casi normal.

A pesar de que su disefio retrospectivo implica potenciales sesgos, este es el primer
estudio en el que se describe el patron de retraso psicomotor (ver figura 13) en nifios
con PMM2-CDG. Conocer la evolucién madurativa de los pacientes con esta entidad
puede tener 2 aplicaciones fundamentales: 1) actuar como herramienta de diagndstico

precoz a edades en las que puede no haber sintomas especificos de ataxia; y 2) servir
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POSIBLE PATRON DE RETRASO PSICOMOTOR EN LA PMM2-CDG
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Figura 13. Comparacion del desarrollo psicomotor tipico de un nifio sano de 24 meses (linea verde), con el patron de retraso medio observado
en los pacientes con PMM2-CDG, aplicado a un hipotético paciente de esa misma edad (linea roja).
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de base para la elaboracion de una escala de ataxia en lactantes y niflos menores de 4

afos.

En nuestra experiencia clinica, este patrén de neurodesarrollo pudo observarse en
algunos niflos desde los primeros meses de vida. Estar atento este tipo de retraso,
especialmente si va acompafiado de hipotonia, y relacionarlo con una posible ataxia de
inicio precoz, puede resultar muy Util en lactantes. Esto es cierto sobretodo en aquellos
nifios sin sintomas especificos de lesidn cerebelosa (gj. nistagmus, temblor intencional),
bien porque su fenotipo no los incluye, bien porque su edad temprana no los ha puesto
aun de manifiesto (ej. el temblor intencional raramente se observo antes de los 8 meses,
edad a la que la mayoria de los pacientes intentaba alcanzar objetos con la mano). De
esta manera, ante la presencia combinada de hipotonia y del patrén de retraso
psicomotor descrito, recomendamos valorar la realizacién de estudios genéticos y/o
metabdlicos para el diagndstico de formas precoces de ataxia, especialmente de un

analisis de isoformas de la transferrina para descartar la PMM2-CDG.

Validez y utilidad de la escala ICARS en pacientes con PMM2-CDG

La escala ICARS esta considerada una de las herramientas mas completas para la
valoracién objetiva de la ataxia (Burk y Sival 2018). Por este motivo, se ha utilizado con
anterioridad en multiples enfermedades en adultos (Cano et al. 2005, Schmitz-Hiibsch
et al. 2006) y en algunas patologias cerebelosas en nifios (Nissenkorn et al. 2016,
Bransma et al. 2017). En este trabajo, la escala ICARS fue validada por primera vez en
pacientes con PMM2-CDG, demostrando que constituye un instrumento fiable para
evaluar el grado de lesion cerebelosa en esta entidad. Inicialmente, sin embargo, se
considero utilizar otras escalas como BARS o SARA. Su uso se descart6 por diferentes
motivos. BARS tiene en cuenta Unicamente 5 items (1 para marcha, 2 para funciones
cinéticas, 1 para trastornos del habla, y 1 para trastornos oculomotores), lo que no
permite caracterizar en detalle el tipo de ataxia en los enfermos. Por otro lado, la escala
SARA no contempla las funciones oculomotoras. Aunque los movimientos oculares
pueden afectar a la validez discriminatoria (por ej. al poder producirse también por
afectacién tronco-encefalica o por hipotonia) y a la consistencia interna de ICARS (por
ser técnicamente mas dificiles de medir por el clinico), constituyen una causa frecuente
e importante de discapacidad en los pacientes con PMM2-CDG, y su exclusiéon podria
haber afectado a la habilidad de la herramienta para evaluar la gravedad clinica de los

mismos.
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Una vez demostrada la fiabilidad de ICARS, decidimos compararla con el grado de
atrofia del cerebelo. La atrofia cerebelosa es una de las caracteristicas mas constantes
y precoces de la enfermedad (Altassan et al. 2019). Se detecta habitualmente al realizar
una resonancia magnética cerebral en un neonato o lactante con sintomas neurologicos
iniciales. Asi, conocer si el grado de atrofia se correlacionaba con la gravedad de la
ataxia medida con ICARS, era sustancial para concluir si dicha atrofia podia utilizarse
como un marcador prondstico de afectacion neurolégica en la PMM2-CDG,
especialmente a edades tempranas cuando los signos de ataxia son menos
prominentes. De ser asi, una valoracion rapida de la neuroimagen podria ayudar a
estimar el estado neurologico futuro del paciente, sin perjuicio de una detallada
exploracion clinica y de su evolucién individual. Sin embargo, no contabamos con un
método sencillo, practico y Gtil para determinar la afectacion del cerebelo en una imagen
bi-dimensional de RMN. Para ello, adaptamos una técnica utilizada en la medicién
ecografica del cerebelo fetal (Imamoglu et al. 2013) con el objetivo de estimar la atrofia
en nuestros pacientes. La medicion resultante, el didmetro relativo medio-sagital del
vermis cerebeloso (MVRD), mostré una buena correlacién con la escala ICARS y fue
sencilla y rapida de implementar por un clinico no entrenado, haciendo posible su uso

incluso durante una consulta médica rutinaria.

En 2011, el grupo de Eva Morava en los Paises Bajos, present6 la escala pediatrica de
valoracion de los CDG de Nijmegen (NPCRS) (Achouitar et al. 2011). Este método,
basado en la escala pediatrica de enfermedad mitocondrial de Newcastle (NPMDS)
(Phoenix et al. 2006), mide la afectacion en diferentes 6rganos y sistemas en nifios con
defectos congénitos de la glicosilacién. Lo hace a través de una serie de preguntas que
se responden calificando la respuesta de 0 a 3 puntos, segun si el grado de afectacion
es “normal”, “leve”, “moderado”, o “grave”. La escala, aunque constituye una buena
herramienta de valoracion general de los pacientes con CDG, tiene ciertas limitaciones
en cuanto a su uso en la PMM2-CDG. En NPCRS mas de la mitad de la puntuacion (el
55% del total) corresponde a afectacion extraneuroldgica, sin embargo, en la PMM2-
CDG existen formas neuroldgicas puras o con minima afectacion multisistémica. Por
otro lado, incluso en las formas “clasicas” de PMM2-CDG en las que la afectacion de
otros Organos y sistemas es mayor, estos sintomas extraneurologicos (como la
afectacion gastrointestinal, o la elevacion de transaminasas) con frecuencia predominan
en los primeros afios de vida para mejorar drasticamente después (Schiff et al. 2017,
Witters et al. 2019). Finalmente, en base a nuestra experiencia clinica, la mayor carga
de discapacidad de estos pacientes parece ser debida al sindrome cerebeloso, el cual

afecta a su capacidad para la estatica, la marcha, el manejo adecuado de las manos
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(alimentarse, escribir, etc.) y el habla. Por todo ello, consideramos que, en la PMM2-
CDG, ICARS podia ser un reflejo més fiel de la afectacion funcional y la gravedad de los
pacientes, que NPCRS. Con este objetivo, evaluamos a los casos de nuestra cohorte
con NPCRS e ICARS simultaneamente y después comparamos ambas puntuaciones.
Encontramos que existia una buena correlacion entre ambas escalas (cuanto mayores
eran las puntuaciones en ICARS mayores eran también en NPCRS). Sin embargo, 3 de
4 pacientes con puntuaciones en ICARS mayores o iguales a 60 puntos (y gran nivel de
dependencia y limitacion para sus actividades) puntuaron en la categoria “leve-
moderada” en NPCRS. Esto indica que NPCRS puede infraestimar la gravedad de los
enfermos con PMM2-CDG, e ICARS parece ser un método mas adecuado para evaluar

su nivel de funcionalidad.

A pesar del escaso numero de pacientes en los que contamos con un estudio de
capacidad intelectual (WISC-IV-R o K-BIT), se observé una correlacion negativa entre
ICARS y CI (a mayor ICARS, menor CI), asi como entre el MVRD y CI (a mayor atrofia,
menor Cl). Este hallazgo podria deberse a la implicacion del cerebelo en funciones que
previamente se consideraban puramente supratentoriales, en el contexto de un
sindrome cognitivo-afectivo cerebeloso (Schmahmann y Sherman 1998), a la afectacion
directa supratentorial incluso en ausencia de alteraciones a ese nivel en la RMN
cerebral, 0 a ambas cosas. En todo caso, futuras investigaciones podrian aclarar estos
aspectos que van mas alla de la enfermedad a estudio, y que implican una comprension

mas profunda de la fisiologia cerebral.

En resumen, la escala ICARS es un instrumento fiable para valorar la afectacién
cerebelosa en la PMM2-CDG, se correlaciona con la atrofia del cerebelo y la capacidad
intelectual, y constituye un método mas preciso para determinar la gravedad que
NPCRS. Disponer de una herramienta de este tipo resulta imprescindible para evaluar
la evolucion natural de la ataxia a lo largo del tiempo, asi como para medir el efecto de

posibles tratamientos en futuros ensayos clinicos.

Validez vy utilidad de la volumetria cerebelosa y del didmetro relativo medio-

sagital del vermis cerebeloso (MVRD), en la valoraciéon de la atrofia cerebelosa
en la PMM2-CDG
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En la PMM2-CDG se produce habitualmente una combinacion de hipoplasia y atrofia
del cerebelo. Es decir, la mayoria de los pacientes nacen con un cerebelo menos
desarrollado de lo habitual, a lo que se suma una neurodegeneracion cerebelosa
variable durante los primeros afios de vida (Feraco et al. 2012). Uno de nuestros
objetivos era desarrollar un método radiolégico sencillo con el que medir el grado de
atrofia en niflos y adultos con PMM2-CDG. Para ello, utiizamos una medida
bidimensional, el MVRD, el cual relaciona de manera rapida la altura de la fosa posterior
con respecto a la altura del vermis cerebeloso, en el plano medio-sagital de imagenes
de RMN cerebral. Como se ha mencionado antes, previamente habiamos comparado el
MVRD vy el grado de ataxia medido con ICARS, observando que la gravedad de la ataxia
y la atrofia del cerebelo se correlacionaban bien. Sin embargo, no habiamos
comprobado si esta medida realmente evaluaba el grado de atrofia. Para ello,
necesitabamos demostrar que era diferente en nuestros pacientes con respecto a nifios
y adolescentes sanos, y que se correlacionaba bien con el método de referencia para la
valorar el volumen del cerebelo, la volumetria cerebelosa en imagenes de RMN cerebral
(Mormina et al. 2017).

En nifios sanos, el diametro medio-sagital del vermis se mantuvo estable o aumenté
ligeramente con la edad. Esto se explica por la naturaleza del MVRD, el cual refleja el
porcentaje de la fosa posterior que ocupa el vermis cerebeloso, por lo que es previsible
que el vermis cubra aproximadamente la misma proporcién independientemente de la
edad. Nuestra observacion en nifios y adolescentes sanos, es que el vermis abarca un
70-90% de la altura de la fosa posterior. La ligera tendencia al incremento apreciada en
nuestra serie es posiblemente debida al escaso nUmero de pacientes, pues estudios
posteriores con mayor cantidad de nifios sanos, han mostrado una estabilizacion de la
altura del vermis a partir de los 3-4 afios de edad (Jandeaux et al. 2019). En cambio, en
enfermos con PMM2-CDG el MVRD se mantuvo entre el 30 y el 70%, con tendencia a
ser menor en los pacientes de mayor edad. Esta diferencia en los resultados del MVRD
entre sanos y pacientes con PMM2-CDG constituye la primera evidencia de que el

MVRD es un método adecuado para valorar la atrofia del cerebelo en la PMM2-CDG.

La segunda evidencia al respecto que obtuvimos, se baso en la correlacion entre el
MVRD vy la volumetria cerebelosa, considerada gold standard en el momento actual. El
volumen cerebeloso fue significativamente menor en pacientes con respecto a los
controles sanos, y mostrd una tendencia a su descenso en los pacientes de mayor edad,
tras excluir al paciente con el fenotipo mas leve y con menor grado de atrofia, que se

consider6 un outsider o valor atipico. Probablemente, en una muestra mayor de
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pacientes el efecto de estas formas leves habria quedado mitigado, al ser menos
influyentes. Por otro lado, este hallazgo muestra la correlacion entre grado de ataxia y
grado de atrofia, pues el paciente con un volumen cerebeloso casi dentro de la
normalidad también mostré el ICARS mas bajo (4 puntos sobre 100, a los 15 afios).
Finalmente, el MVRD vy el volumen cerebeloso evidenciaron una buena correlacion,
manifestando la fiabilidad del MVRD como método para evaluar la atrofia del cerebelo
en la PMM2-CDG.

Evolucién neurorradioldgica de la PMM2-CDG

Segun se ha postulado, en la PMM2-CDG el déficit del plegamiento proteico de varias
glucoproteinas causaria un exceso de actividad del RE al tratar de compensar esta
carencia aumentando las reacciones enzimaticas de glicosilacién. Al ser las células de
Purkinje y granulosas del cerebelo especialmente sensibles a la sobrecarga del RE, se
lesionarian y moririan, produciendo en el cerebelo una hipoplasia prenatal y una
hipotrofia-atrofia postnatal (Lecca et al. 1995, Sun et al. 2013). De esta manera, la
hipoatrofia-atrofia cerebelosa postnatal, podria utilizase como un marcador evolutivo de

la lesion neuroldgica en la PMM2-CDG.

A partir de esta hipotesis, cuantificamos por primera vez para esta entidad, la evolucion
de la atrofia del cerebelo, utilizando los datos de RMN cerebral de aquellos pacientes
en los que dispusimos de mas de un estudio de neuroimagen a diferente edad. El
analisis mostré una deceleracion de la atrofia del cerebelo a mayor edad. Es decir,
segun nuestros resultados, en la PMM2-CDG el cerebelo se atrofia mas rapido en los
pacientes mas jovenes. En concreto, encontramos que los enfermos de 10 afios o
menos presentaron una tasa de atrofia significativamente mayor (5.46% de pérdida de
MVRD/afio) que aquellos de 11 afios o0 méas (1.54% de pérdida de MVRD/afo).

Esta informacion podria resultar de gran utilidad para evaluar el efecto de futuros
tratamientos, especialmente de aquellas terapias dirigidas a revertir etiologia de la
entidad (ej. terapias genéticas). Asi, un tratamiento que demostrase una ralentizacion,
detencion o incluso recuperacion de la atrofia del cerebelo, seria un buen candidato a
ser considerado como terapia curativa (aun recuperando el fenotipo de forma parcial).
Mas aun, nuestros datos sefialan la existencia de una probable ventana terapéutica
durante los primeros 10 afios de edad, periodo durante el cual estos tratamientos serian
mas eficaces, y en quienes posiblemente deberian centrarse los ensayos clinicos que

se desarrollen en los préximos afios.
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Evolucién del sindrome cerebeloso en la PMM2-CDG

A pesar de que la PMM2-CDG es una entidad multisistémica, a largo plazo, son la
sintomatologia neuroldgica, y especialmente el sindrome cerebeloso, los que tienen una
mayor influencia sobre el grado de discapacidad y la calidad de vida de los pacientes.
Basandonos en nuestra experiencia clinica, la hipotesis inicial fue que, a pesar de la
progresion de la atrofia, el sindrome cerebeloso se mantenia estable a lo largo del

tiempo.

Con el objetivo de comprobar si esta observacion era cierta, evaluamos a varios de
nuestros pacientes con la escala ICARS en dos momentos distintos separados por una
media de unos 2 afios (26,3 meses). Los resultados mostraron que los pacientes
mejoraban una media de 2,64 puntos en el ICARS al afio, y esta mejoria era

independiente de su edad y de su gravedad inicial.

Parece contradictorio el hecho de que una enfermedad neurodegenerativa, en la que
ademas hay evidencia de progresion de la atrofia del cerebelo, muestre una mejoria de
la ataxia con el tiempo. Sin embargo, creemos que diferentes factores pueden explicar
este hecho. En primer lugar, la misma mejoria de la coordinacién y del desarrollo
psicomotor que se aprecia en nifios sanos (Brandsma et al. 2014), probablemente tiene
también un efecto compensatorio sobre la lesiébn neurolégica en los pacientes con
PMM2-CDG. En segundo lugar, la fisioterapia y los tratamientos de rehabilitacion
posiblemente resulten beneficiosos y contrarresten parcialmente la evolucion natural de
la entidad. Finalmente, es probable que diferentes fendmenos de plasticidad neuronal

también contribuyan a mitigar el esperable deterioro neurolégico.

Aunque actualmente no existen tratamientos especificos aprobados para la PMM2-
CDG, desde los afios 90, se han intentado diferentes estrategias terapéuticas en el

ambito experimental, con mayor o menor éxito.

Las terapias de suplementacion nutricional fueron las primeras en ser probadas, incluso
antes del descubrimiento del gen causal. Inicialmente, Panneerselvam y Freeze
pusieron de manifiesto una remisioén del patron de hipoglicosilacién in vitro, al afiadir
manosa a medios de cultivos de fibroblastos de pacientes con la enfermedad
(Panneerselvam y Freeze 1996). Desgraciadamente, al administrar suplementos de
manosa directamente a los pacientes, no se observé ninguna mejoria clinica ni

bioguimica (Mayatepek et al. 1997, Mayatepek y Kohlmuller 1998, Kjaergaard et al.
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1998). Una de las explicaciones mas probables sobre la causa de esta falta de
respuesta, es que la manosa sea incapaz de ser transportada a través de la membrana
celular in vivo, y por tanto sea necesario favorecer este transporte para hacer efectiva
la suplementacion. En este sentido, se ha demostrado que la metformina puede inducir
la absorcién de manosa en células con mutaciones en el gen PMM2 mediante la
activacion de un sistema de transporte selectivo para este azucar, lo cual corrige la
magquinaria de la N-glicosilacion celular (Shang y Lehrman 2004). Otro método en
estudio para mejorar la absorcion celular de manosa consiste en su administracion en
forma de compuestos hidrofébicos (ej. liposomas) capaces de atravesar la membrana
celular (Rutschow et al. 2002, Eklund et al. 2005). Algunos de estos compuestos han
evidenciado ser eficaces in vitro (Eklund et al. 2005, Bortot et al. 2019) y se prevé que

en un futuro cercano sean llevados a ensayos clinicos (https://www.glycomine.com/).

Ademas de la suplementacién con manosa, otras dos lineas de investigacion han
ganado fuerza en los Ultimos afos. Se trata de los tratamientos de potenciacion de la
actividad residual de la PMM2-CDG mediante chaperonas farmacolégicas (Andreotti et
al. 2014) y reguladores de la proteostasis. La base de estas terapias reside en que la
mayoria de las mutaciones causantes de enfermedad son de tipo missense y dan lugar
a una enzima defectuosa pero que aun mantiene cierta actividad catalitica. Esta funcion
residual puede incrementarse mediante compuestos que mejoren el plegamiento de la
proteina mutante (Andreotti et al. 2013, Yuste-Checa et al. 2015). Varias chaperonas
farmacologicas con capacidad para mejorar el plegamiento de la PMM2 se han
mostrado prometedoras en estudios de laboratorio (Yuste-Checa et al. 2017, Monticelli
et al. 2019). De forma similar, los reguladores de la proteostasis (moléculas encargadas
de mantener el equilibrio en el plegamiento, transporte y degradacion de las proteinas
intracelulares) también pueden utilizarse para mejorar el plegamiento de enzimas
mutadas (Mu et al. 2008). Recientemente, un regulador proteico (el celastrol) ha
demostrado mejorar la concentracion y actividad de la fosfomanomutasa en fibroblastos
derivados de pacientes con PMM2-CDG (Vilas et al. 2020).

También se ha investigado la posibilidad de tratamiento genético con oligonucleétidos
antisentido en ciertas mutaciones causantes de un defecto del splicing en el RNA
mensajero derivado del gen PMM2 mutado. Aungue este tratamiento sélo seria efectivo
para un pequefio grupo de pacientes, parece ser también eficaz in vitro (Vega et al.
2009).
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Por ultimo, recientemente se ha realizado un ensayo clinico con acetazolamida via oral
en pacientes con PMM2-CDG. La acetazolamida es un inhibidor de la anhidrasa
carbdnica utilizado como diurético. Se cree que reduce el pH intracelular, disminuyendo
la conductancia del potasio en la membrana neuronal e inactivando los canales de calcio
Cav2.1, cuya funcién podria estar potenciada en la PMM2-CDG debido a una N-
glicosilacion deficiente de los mismos (Bain et al. 1992). En el ensayo clinico
mencionado, el farmaco fue bien tolerado y demostré una mejoria estadisticamente
significativa tanto de la ataxia cerebelosa como de algunos parametros cognitivos
(Martinez-Monseny, Bolasell et al. 2019). En concreto, los pacientes mostraron una
mejoria de media de ICARS de 6,2 puntos en 6 meses, a diferencia de lo observado en
nuestro estudio en la que los afectados mejoraron su ICARS sin tratamiento, una media

de 1,3 puntos en 6 meses.

Para poder valorar el efecto de un farmaco candidato a tratamiento curativo (adn
parcialmente) es esencial establecer puntos sdlidos y cuantificables con respecto a la
historia natural de la enfermedad a tratar. Debido al escaso nimero de pacientes que
presentan enfermedades minoritarias, esta descripcion detallada de su evolucion resulta
compleja, aunque se ha conseguido en otros casos como, por ejemplo, en la

enfermedad de Duchenne (Bello et al. 2016).

El trabajo de investigacion que presentamos cumple en parte este cometido, al ser el
primer estudio que cuantifica la evolucion del cuadro cerebeloso en la PMM2-CDG. Aun
cuando se requieren investigaciones mas completas sobre la progresion natural
neuroldégica y multisistémica de la PMM2-CDG, los datos que aportamos ya han
contribuido a demostrar los beneficios iniciales de la acetazolamida en esta entidad y

esperamos puedan ser de utilidad en alguna de las restantes terapias en desarrollo.

Desarrollo de protocolos de actuacion en la PMM2-CDG

A principios de 2015 se habian descrito mas de 70 defectos congénitos de la
glicosilacion distintos. Sin embargo, la secuencia de pruebas Optimas para
diagnosticarlos era poco conocida entre los clinicos y con frecuencia se limitaba al
concepto de que “si se sospecha un CDG, debe solicitarse un estudio de isoformas de
la transferrina”. Esta idea, aunque totalmente valida para muchos defectos de la N-
glicosilaciéon y algunos defectos combinados de la N y O-glicosilacién, dejaba fuera

alrededor 50% de los CDGs (que tienen un perfil de transferrina normal), asi como
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tampoco profundizaba en las implicaciones diagnésticas de encontrar un perfil de tipo 1

o de tipo 2.

A pesar de que las rutas diagnoésticas correctas eran mas o menos conocidas y
utilizadas por los especialistas de laboratorio, su difusion entre los clinicos era escasa,
lo cual derivaba en ocasiones en un infradiagnostico de estos trastornos (por ej. al
descartar un CDG con sintomas compatibles cuando el perfil de sialotransferrina era
normal, o no solicitar un estudio de APOC-III al encontrar un perfil de tipo 2). Segun
nuestro conocimiento, el protocolo diagndstico en defectos congénitos de la glicosilacion
que desarrollamos, fue uno de los primeros orientado a facultativos y el primero en

lengua castellana que integraba de forma practica aspectos clinicos y de laboratorio.

Por otro lado, una de las principales preocupaciones de los pacientes, sus familiares y
los especialistas, es el manejo de las alteraciones de la coagulacion y el subsecuente
riesgo de sangrado, trombosis y episodios stroke-like, que manifiestan los nifios y
adultos con PMM2-CDG. Esta inquietud a menudo se acrecienta cuando deben
someterse a intervenciones quirdrgicas o a encamamientos prolongados al ingresar en
el hospital (lo cual no es infrecuente). Sin embargo, en el momento de la redaccion del
protocolo para el manejo de los trastornos de la coagulacién (febrero de 2015), y adn
hoy, no existian ni existen guias oficiales publicadas para el tratamiento de estas

complicaciones.

Con el objetivo de cubrir esta necesidad, se ampli6, actualiz6 y adapt6 el documento de
actuacion en trastornos hematologicos en la PMM2-CDG, del Hospital Necker-Enfants
Malades de Paris. Hasta dénde conocemos, el protocolo que presentamos es el tnico
disponible en lengua castellana para la prevencion y manejo de las trombosis,

hemorragias, y episodios stroke-like, en nifios y adultos con PMM2-CDG.
Ambos protocolos fueron distribuidos a través del consorcio espafiol en CDG, con la

finalidad de tener un impacto positivo sobre la calidad de vida de los pacientes

nacionales con este grupo de entidades.

Consolidacion de una red nacional de profesionales para los CDG y

participacion en “Euro-CDG”, como modelos de investigacidon en enfermedades

minoritarias
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Los defectos congénitos de la glicosilacién, con una prevalencia total estimada de
1/10.000, son considerados enfermedades raras, y por ello, comparten los retos
inherentes a este tipo de entidades con frecuencias tan bajas.

Por un lado, suponen un desafio para los pacientes y sus familiares, los cuales suelen
sufrir retrasos diagnadsticos, tener dificultades para encontrar un médico especializado,
y no disponer de tratamientos especificos. Por otro lado, constituyen un reto para los
clinicos, para quienes es complicado atender a un numero suficiente de enfermos para
ganar la necesaria experiencia, disponer de informacion cientifica fiable, y contactar con
otros colegas interesados en estas patologias. Finalmente, son una dura prueba para
los investigadores, debido a lo arduo que resulta reunir cohortes suficientemente

grandes y conseguir financiacion para proyectos cientificos relacionados.

A inicios de 2013, los pacientes, médicos e investigadores en trastornos congénitos de
la glicosilacion debian hacer frente a muchos de estos retos. Los pacientes eran
atendidos en multiples centros hospitalarios repartidos por todo el territorio del pais, y
no existia una estructura clinico-cientifica Unica que vinculara a los casos o a los
profesionales que les trataban, y que permitiese avanzar en el conocimiento sobre la

enfermedad.

Los Unicos, pero importantes, nexos de union existentes en ese momento, eran la
asociacion espafiola en sindrome CDGs (AESCDG), que aglutinaba a una parte de los
pacientes con trastornos congénitos de la glicosilacion en Espafia, y los centros de
diagnéstico de Madrid y Barcelona (el Centro de Diagnéstico de Enfermedades
Moleculares de la Universidad Autbnoma de Madrid y el Institut de Bioquimica Clinica
del Hospital Clinic de Barcelona), donde se realizaban practicamente todos los
diagnosticos enzimaticos y genéticos de confirmacion de los casos sospechosos de

CDG en nuestro pais.

Gracias a esa informacion inicial y a los esfuerzos y colaboracidén posteriores de los
profesionales implicados, se pudo consolidar el Consorcio Espafiol en CDG, bajo la
coordinacion de especialistas del Servicio de Neuropediatria del Hospital Sant Joan de

Déu.

El consorcio continta en vigor a dia de hoy y como consecuencia de ello ha mejorado
la divulgacion de novedades en CDG entre los especialistas implicados, se han

desarrollado protocolos clinicos, y se han realizado diversas publicaciones cientificas
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(ademés de las presentadas en esta tesis doctoral) incluyendo la ya mencionada
prometedora terapia farmacoldgica para la ataxia cerebelosa en la PMM2-CDG (ltzep et
al. 2018, Martinez-Monseny, Cuadras, et al. 2019, Martinez-Monseny, Bolasell et al.
2019).

Sin embargo, aunque el establecimiento de una red nacional en CDG era un paso
necesario, el bajo nimero de casos hace que sea, en parte, insuficiente. Para superar
esta limitacion, nuestro equipo se integré6 como colaborador en la red EURO-CDG, un
proyecto de colaboracion a nivel europeo en defectos congénitos de la glicosilacion que
forma parte de la iniciativa de investigacion en enfermedades raras de la Comisién
Europea, E-Rare. Gracias a ello, los especialistas espafioles nos hemos mantenido
actualizados sobre los avances europeos en CDG, diversos autores internacionales han
colaborado en las investigaciones del consorcio espafiol, y se han establecido las bases
para futuros registros de pacientes o ensayos clinicos europeos que incluyan a los

afectados en nuestro territorio.

“RareCommons” como plataforma on-line para la investigacion colaborativa en

enfermedades raras

La creacion de redes clinico-cientificas nacionales e internacionales resulta fundamental
para progresar en el conocimiento de las enfermedades minoritarias, pero tiene, sin

embargo, algunas limitaciones.

A los profesionales que tratan a estos pacientes (ej. neuroldgos o neuropediatras
generales) les resulta dificil acudir a todas las ponencias o reuniones sobre CDG o
disponer del tiempo necesario para estar al dia sobre los Ultimos avances. Algo similar
ocurre con los pacientes, quienes habitualmente no tienen a su alcance informacion

fiable y adaptada sobre su enfermedad.

Por otro lado, a pesar de que herramientas como el correo-electrénico, facilitan remitir y
enviar informacién clinica o para la investigacion (ej. cuestionarios sobre sintomatologia
0 pruebas complementarias), resulta mucho més sencillo y rapido disponer de una
plataforma on-line dedicada dénde introducir directamente estos datos evitando pasos
intermedios (impresién de cuestionarios, escaneado de los mismos, etc.), y que ademas

permita volcarlos automaticamente a hojas de calculo o programas estadisticos.
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Finalmente, algunos pacientes no tienen la posibilidad (por motivos econémicos o
personales diversos) de desplazarse hasta el centro de referencia nacional para la
enfermedad que padecen y poder realizar sus consultas directamente a los especialistas

en estos raros trastornos.

La plataforma “RareCommons” intenta solventar estos problemas utilizando Ila
metodologia de los “crowdsourced health research studies”. Este término en inglés hace
referencia a una forma de investigacion que consiste en la unién de dos tendencias
contemporaneas: el “crowdsourcing” o uso de tecnologias basadas en internet para
reclutar pacientes en proyectos cientificos, y la “medicina 2.0” o la participacién activa
de los individuos en su salud utilizando las herramientas de la web 2.0 (ej. redes

sociales, blogs, podcasts, wikis, video, etc.).

De esta manera “RareCommons” ofrece informacion fidedigna a los pacientes sobre los
CDG, permite intercambiar experiencias y conocimientos entre pacientes y médicos a
través de foros dedicados (un foro para pacientes y otro profesional), posibilita a los
enfermos hacer preguntas directas a los especialistas del Hospital Sant Joan de Déu
utilizando la plataforma, y facilita enormemente la recogida de informacion para estudios

cientificos.
Herramientas como estas seran sin duda empleadas cada vez mas en investigacion

biomédica y ofrecen nuevas posibilidades para acelerar el conocimiento en patologias

minoritarias.
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CONCLUSIONES

® | a escala ICARS es una herramienta fiable para valorar el sindrome cerebeloso en
niflos de mas de 4 afios con PMM2-CDG, se correlaciona con la atrofia del cerebelo y
con la capacidad intelectual, y evalla la gravedad de forma més precisa que la escala
utilizada hasta ahora, NPCRS.

= E| diametro relativo medio-sagital del vermis (MVRD) constituye un método eficaz,
sencillo y rapido para medir el grado de atrofia cerebelosa en la PMM2-CDG, el cual

ademas puede ser utilizado durante la consulta médica.

= En los pacientes con PMM2-CDG existe una atrofia progresiva del cerebelo,
especialmente durante los primeros 10 afios de edad. Futuros tratamientos deberan
aplicarse precozmente durante la primera década de la vida antes de que progrese la

atrofia y las secuelas neurolégicas sean irreversibles.

= Con los cuidados y tratamientos actuales, el sindrome cerebeloso en la PMM2-CDG
mejora ligeramente con el tiempo, en concreto ICARS desciende una media de 2,64
puntos al afio. Esta informacion resultard de vital importancia para la evaluacion de la
eficacia de las terapias modificadoras de la historia natural que se desarrollen en los

proximos afos.

= En la nuestra cohorte de pacientes con PMM2-CDG, las mutaciones p.E93A, p.C241S,
p.R162W y p.L32R se relacionaron con un fenotipo leve, mientras que las mutaciones
p.P113L, p.E139K, p.V129M y p.T237M se asociaron con manifestaciones mas graves

de la enfermedad.

» E| desarrollo de protocolos, la creacion del Consorcio Espafiol en CDG, la participacion
en “Euro-CDG” y la implementacion de “RareCommons” como plataforma online de
investigacion colaborativa, han establecido las bases en nuestro pais para mejorar el
manejo, avanzar en el conocimiento, y acelerar el desarrollo de tratamientos curativos,

para los defectos congénitos de la glicosilacion.
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