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Resumen

La gangliosidosis es una enfermedad de depdsito lisosomal, de naturaleza hereditaria,
gue afecta al sistema nervioso de diferentes especies animales. En el gato doméstico
se han descrito dos formas denominadas GM1 y GM2 (con las variantes Sandhoff,
también conocida como variante 0 y AB), en funcion del tipo de gangliésido acumulado
en los lisosomas. A diferencia de otras enfermedades neurodegenerativas, la
gangliosidosis felina se manifiesta principalmente a edad temprana. Los principales
sintomas clinicos incluyen ataxia, disfunciones motoras, temblores en la cabeza,
trastornos visuales, pérdidas de reacciones posturales, hiperreflexia, convulsiones y
retraso en el crecimiento. La enfermedad se presenta en gatos de diferentes razas,
asi como en mestizos. La GM1 es producto de una Unica mutacion en el gen GLB1
que codifica para la enzima -galactosidasa, mientas que la base molecular de la GM2
resulta mucho mas compleja. La variante de Sandhoff presenta heterogeneidad
alélica, pudiendo presentarse como consecuencia de tres mutaciones diferentes en el
gen HEXB que codifica para la subunidad B de la enzima hexosaminidasa. En cambio,
la variante AB es producto de una mutacion en el gen GM2. EI mecanismo de herencia
de esta enfermedad es autosOmico recesivo, viéndose afectados los animales de
genotipo homocigota para la mutacion. El diagnostico de la enfermedad reviste de
dificultad, puesto que no existen técnicas antemortem que permitan llegar a un
diagnéstico definitivo. La confirmacion del mismo se realiza postmortem en funcion de
las lesiones histopatoldgicas en los tejidos afectados y la deteccion caracteristica de
acumulos de bioguimicos a nivel neuronal. En esta tesis se ha realizado una revisién
bibliografica de los diferentes aspectos de la enfermedad en el gato doméstico,
profundizando en su patogenia, signos clinicos, epidemiologia, diagndstico y
terapéutica, a los efectos de brindar una compilacion actualizada del estado del arte

de la enfermedad.



Summary

Gangliosidosis is a hereditary lysosomal storage disease that affects the nervous
system of different animal species. Two forms have been described in the domestic
cat, based on the type of ganglioside accumulated in the lysosomes, gangliosidosis
GM1 and GM2 (with two variants, Sandhoff, also known as variant 0 and AB). Unlike
other neurodegenerative diseases, feline gangliosidosis manifests mainly at an early
age. The main clinical signs include ataxia, motor dysfunction, head tremors, visual
disturbances, loss of postural reactions, hyperreflexia, seizures, and delayed growth.
The disease occurs in cats of different breeds, as well as in mix breeds. GM1 is caused
by a mutation in the GLB1 gene which codes for the enzyme B-galactosidase, while
the molecular basis of GM2 is much more complex. The Sandhoff variant presents
allelic heterogeneity and can occur as a consequence of three different mutations in
the HEXB gene that codes for the B subunit of the Hexosaminidase enzyme. Instead,
the AB variant is the product of a mutation in the GM2 gene. The inheritance
mechanism of this disease is autosomal recessive, and animals with a homozygous
genotype for the mutation are affected. The diagnosis of the disease is challenging,
since there are no antemortem techniques that allow to establish a definitive diagnosis.
Its confirmation is made postmortem based on the histopathological lesions of the
affected tissues and the characteristic detection of accumulations of gangliosides at
the neuronal level. In this thesis, a bibliographical review of the different aspects of the
disease in the domestic cat has been carried out, delving into its pathogenesis, clinical
signs, epidemiology, diagnosis, and therapy, in order to provide an updated
compilation of the state of the art of the disease.



1. Introduccién

La cria de animales de raza pura ha llevado a un incremento en la endogamia
debido a que, en general, los criadores buscan mantener determinados rasgos
especificos limitando el nimero de animales utilizados como reproductores (Gandolfi
y Alhaddad, 2015). La fijacion de estos rasgos puede verse acompafada, en
ocasiones, de caracteristicas no deseadas como defectos hereditarios congénitos, o
que se expresan en etapas ulteriores de la vida del animal (Gandolfi y Alhaddad,
2015).

Un defecto congénito hace referencia a anomalias estructurales y/o funcionales
gue se presentan al momento del nacimiento, producto de errores durante la
embriogénesis, desde lo molecular hasta lo organico (Ahmady, Lisey y Sajjad, 2009).
Las alteraciones pueden abarcar un érgano especifico, parte de o, incluso, un sistema
completo, lo que podria llevar a la muerte del animal. Algunas anomalias
reproductivas, musculares o nerviosas no se presentan en el momento del nacimiento,
sino que, en etapas posteriores de la vida postnatal, independientemente de que su
origen se haya dado durante el desarrollo embrionario (Noden y De Lahunta, 1990).
Dada su presentacion tardia, en algunos casos es posible que los animales afectados

dejen descendencia, transmitiendo el defecto a las siguientes generaciones.

Dentro de las enfermedades hereditarias no congénitas en los pequefios
animales, las neurolégicas han cobrado especial interés por ser consideradas
especialmente invalidantes (Noden y De Lahunta, 1985). Las patologias neuroldgicas
hereditarias mas comunes suelen ser neurodegenerativas, lo que lleva al deterioro
gradual de los animales. Algunas de las mismas presentan gran similitud y han servido
como modelos naturales de ciertas patologias en humanos, como por ejemplo, las

enfermedades de depdsito lisosomal (EDL) ( O'Brien y Leeb, 2014)

Las EDL consisten en desoérdenes que afectan el mecanismo de degradacion
de macromoléculas que son transportadas a los lisosomas para ser degradadas,
conduciendo a su acumulacién dentro de los mismos (Lara-Aguilar, Juarez-Vazquez
y Medina-Lozano, 2011)



La gangliosidosis es un ejemplo claro de EDL. Esta patologia de naturaleza
hereditaria, autosdmica recesiva, produce un cuadro neuroldégico de curso progresivo
y fatal. Ha sido reconocida en el hombre y en otros animales domésticos, como en
felinos, caninos y bovinos (OMIA, 2022), y se caracteriza por la acumulacion
patolégica de gangliésidos a nivel de los lisosomas. Los gangliésidos son
glicoesfingolipidos, componentes exteriores de las membranas plasmaticas en las
células animales que cumplen diversas funciones en la interaccion y diferenciacion
celular, organizacion de las membranas e inflamacién (Kohyama et al., 2016; Leal et
al., 2020). Los principales ganglidsidos neuronales son el GM1 y GM2 vy la
acumulacion de los mismos conduce a la gangliosidosis GM1 y gangliosidosis GM2
respectivamente (Kohyama et al., 2016). La acumulacion masiva de estos
gangliosidos a nivel cerebral debido a la deficiencia de la actividad de enzimas
lisosomales conduce al dafio y disfuncion neural producto de diversas respuestas
citotoxicas, que llevan a un cuadro clinico neurodegenerativo (Brunetti-Pierri y Scaglia,
2008; Rigat et al., 2012; Ueno et al., 2016).

La gangliosidosis ha sido particularmente estudiada en el gato doméstico ya que es el
principal modelo animal utilizado para la investigacion de la enfermedad en humanos
por diversas razones (Mc Coll y Vadolas, 2016). En primer lugar, en ratones (principal
animal utilizado como modelo en la investigacion preclinica de enfermedades) la
enfermedad no ocurre de forma natural y los modelos transgénicos no han logrado
reproducir las caracteristicas fenotipicas de la patologia en humanos debido a que los
ratones poseen vias alternativas para la degradacion de gangliésidos. Dentro de los
animales domésticos, la enfermedad ha sido mas ampliamente descrita en gatos que
en perros. Ademas, existen grandes similitudes fenotipicas, bioguimicas y genéticas
entre las enfermedades en gatos y en humanos y el gato ha tenido un papel lider en
cuanto a la genémica comparativa (O"Brien, 2002). Otra ventaja de los gatos frente a
los ratones es su cerebro mas desarrollado y con una organizacion similar a la de los
humanos, asi como también un mayor tamafio corporal que facilita la extraccion de
muestras de sangre o liquido cefalorraquideo (LCR) (Griffin y Baker, 2002; Lawson y
Martin, 2016)



Desafortunadamente, en la actualidad, no existe una cura definitiva para estas
enfermedades, por lo cual nuevas terapias estan siendo continuamente evaluadas
mediante estudios preclinicos y clinicos (Bradbury et al., 2013; Cachon-Gonzalez,
Zaccariotto y Cox, 2018; Hayward, Patel, Manohar y Lyon, 2015) Algunas de estas
terapias resultan muy novedosas y han mostrado gran potencialidad para el
tratamiento de esta y otras enfermedades hereditarias como, por ejemplo, la terapia
de reemplazo y mejora enzimética (Condori et al., 2016; Rigat et al., 2012), el
trasplante de médula ésea (Condori et al., 2016 ; Norflus et al., 1998) y la terapia
génica (Bradbury et al., 2013; McCurdy et al., 2014)

En este trabajo se pretende describir la fisiopatologia, presentacién clinica,
métodos de diagndstico y tratamiento de las gangliosidosis en gatos. Se realizara
especial énfasis en los avances obtenidos en la busqueda de terapias que pueden ser
Utiles para el tratamiento de estas y otras enfermedades neurodegenerativas en

medicina veterinaria, asi como también su posible traslacion a la medicina humana.
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2 Objetivos

2.1. Objetivo General:

Realizar una revision bibliogréfica sobre gangliosidosis en el gato doméstico,
describiendo su fisiopatologia, las herramientas actuales para su diagndstico,
prevencion y control, asi como los tratamientos disponibles en la actualidad y
aquellos tratamientos potenciales que estdn siendo evaluados en estudios

preclinicos.

2.2. Objetivos especificos

a. Describir la fisiopatologia de los diferentes tipos de gangliosidosis en felinos
domeésticos.

b. Describir y comparar las diferentes técnicas de diagndstico disponibles y su
utilidad en el control y la prevencion de la gangliosidosis.

c. Describir las terapias disponibles y en fase experimental para la gangliosidosis

y comparar sus ventajas y desventajas.
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1. Revisiéon Bibliografica

3.1 Las enfermedades de depdsito lisosomal (EDL).

Los lisosomas son organelos citoplasméticos relacionados con el catabolismo
y recambio de macromoléculas, tales como proteinas, sacéridos y lipidos complejos
(Jolly y Walkley, 1997). Las EDL son errores innatos del metabolismo caracterizados
por la acumulacién excesiva de esas macromoléculas, lo que causa la disfuncion del
organo afectado, dando lugar a una gran morbilidad y mortalidad. Los sintomas son
muy variables entre las diferentes EDL, pero estan directamente vinculados con el

sitio de acumulacion del sustrato.

En los humanos se han descrito mas de 30 EDL, con varios subtipos, producto
de deficiencias en las enzimas hidrolasas de los lisosomas (Jolly y Walkley, 1997).
Muchas de las EDL descritas en humanos han sido reconocidas en los animales
domésticos, algunas como casos aislados, pero otras de gran importancia, ya sea por
su frecuencia y severidad, como por tratarse de valiosos modelos para enfermedades

anélogas en el hombre (Jolly y Walkley, 1997).

Los trastornos de almacenamiento lisosomal (LSD) ocurren a partir de
mutaciones en diferentes genes (Meikle, Hopwood, Clague y Carey, 1999). Las
mutaciones sin sentido (que producen un codoén stop prematuro) tienen un efecto
mucho mayor que las mutaciones de pérdida de sentido (mutaciones que producen
un cambio aminoacidico). De todas formas, el fenomeno de heterogeneidad alélica ha
sido ampliamente comunicado en estas enfermedades, donde muchas mutaciones

diferentes son capaces de producir la misma enfermedad
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Las EDL que son hereditarias siguen un patron de herencia monogénica
autosomica recesiva en la mayoria de los casos y tienden a recibir el nombre del
sustrato que se acumula a nivel celular (Jolly y Walkley, 1997). Es importante destacar
que también existen EDL secundarias, las cuales se producen como consecuencia de
la ingestion de sustancias capaces de inhibir el funcionamiento de las enzimas
lisosomales (Jolly y Walkley, 1997). Independientemente del tipo, casi todas afectan
al sistema nervioso, principalmente a las neuronas, puesto que son células
postmitéticas longevas, lo que permite que el sustrato no degradado se acumule (Jolly,
1993)

A continuacién, se comentaran brevemente las principales EDL comunicadas

en los animales domésticos:

3.1.1. Enfermedad por acumulo de esteres de colesterol:

La enfermedad por acumulo de esteres de colesterol, también conocida como
enfermedad de Wolman se ha descrito en humanos y caninos (Jolly y Walkley, 1997).
La misma se produce como consecuencia de una deficiencia a nivel de una enzima
lipasa lisosomal, llevando a la acumulacion de triglicéridos y esteres de colesterol en
los macrofagos del higado y bazo. Este depésito lipidico da como resultado un
aumento en el tamafio del higado y del bazo (hepatoesplenomegalia). Ademas, se
acumulan esteres de colesterol en la medula 6sea, intestino y glandulas suprarrenales
(Valles-Ayoub et al., 2011). En los bebes afectados se describen casos de
desnutricion grave, llegandose a la muerte antes de llegar al afio de vida. En los
caninos los reportes son escasos, habiéndose descrito en animales de la raza Fox

Terrier los cuales murieron aproximadamente al afio de edad (Jolly y Walkley, 1997)
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3.1.2. Glicoproteinosis:

- a-manosidosis: ocurre por deficiencia de una enzima que ocasiona la acumulacion
en los lisosomas de productos del catabolismo de oligosacaridos ricos en manosa y
glicoproteinas. La enfermedad es de rara ocurrencia en los humanos, pero ha sido
reconocida como una importante enfermedad de depdsito lisosomal en animales
domésticos como por ejemplo los bovinos (OMIA 000625-9913) (Jolly y Walkley,
1997). En nuestro pais dicha enfermedad se diagnostico en el afio 2001 en novillos
de la raza Aberdeen Angus (Rivero, Kautz, Gomar, Barros y Gimeno, 2001). La
mutacién de la a-manosidasa bovina equivale a la enfermedad en humanos de a -

manosidosis B (Kelly et al, 2012).

La a-manosidosis también fue reportada en gatos de pelo corto y en gatos persa (Jolly
y Walkley, 1997). EI modo de herencia es autosémico recesivo, y estad causada por
una delecién de 4pb (c.1749_1752delCCAG) en el gen MAN2B1 (que codifica para la
enzima a-mannosidasa). Esto provoca un codon stop prematuro y como consecuencia
una proteina trunca incapaz de ejercer su funcién (Berg, Tollersrud, Walkley, Siegel y
Nilssen, 1997). La a-manosidasa se necesita para que las glicoproteinas puedan ser
degradadas. La deficiencia en esa enzima provoca que oligosacéaridos ricos en
manosa se acumulen a nivel intracelular (Kumar et al., 2016). Los signos que se
pueden observar son: déficits neuroldgicos (ataxia, temblores, pérdida de equilibrio y
pérdida de audicion), retraso en el crecimiento, temblores de cabeza, agresion,
paralisis y muerte (Kumar et al., 2016). También se ha descrito deformaciones
esqueléticas, hiperplasia gingival y opacidades corneales y lenticulares (OMIA, 2022).

Sino se los expone a tratamiento, su esperanza de vida no suele superar los 6 meses.

- B-mannosidosis: patolégicamente es similar a la a-manosidosis, pero con efectos
mas severos (Jolly y Walkley, 1997). Se trata también de un trastorno autosomico
recesivo, que ha sido reportado en los bovinos (OMIA 000626-9913), caprinos (OMIA
000626-9925) y caninos (OMIA 000626-9615). El gen responsable de la enfermedad
en estas especies es MANBA que codifica para la enzima B-manosidasa A (OMIA,
2022).
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- Fucosidosis: es otro tipo de glicoproteinosis en la cual se acumulan diferentes
azucares en los lisosomas. Se ha descrito en los perros Springer Spaniel (OMIA
000396-9615) como consecuencia de una deficiencia en la enzima fucosidasa-a-L1
(Occhiodoro y Anson, 1995). Se trata de una enfermedad de almacenamiento
lisosomal a nivel neurovisceral de caracter multifocal que produce la muerte de los
animales en torno a los 4 afos de edad (Taylor, Farrow, y Healy 1987). En la raza
Springer Spaniel la enfermedad es causada por una delecién de 14pb al final del
primer exdén del gen FUCAL. En los felinos la enfermedad también ha sido descrita
(OMIA00396-9685), sin embargo, aun no se conoce el gen responsable de la misma
(OMIA, 2022). Los signos son principalmente de naturaleza nerviosa, aunque,

inespecificos como ataxia e hipermetria (Arrol, Kerrins,Yamakawa y Smith, 2011).

3.1.3. Enfermedades de almacenamiento de Glucogeno:

La enfermedad de almacenamiento de glucégeno se caracteriza por la
acumulacion de ese polisacarido en los lisosomas. Ha sido descrita en diferentes
especies domésticas y es producto de mutaciones en diferentes enzimas lisosomales

gue dan lugar a distintos tipos de glucosidosis (tabla 1).

Es una enfermedad que causa trastornos multisistémicos, de origen
autosémico recesivo. Principalmente se ven afectados el musculo cardiaco y
esquelético. En algunos casos reportados en humanos el inicio de la enfermedad
ocurre en los primeros 1-2 afios de vida, produciéndose la muerte por insuficiencia
cardiacay respiratoria (Schoser, Hill, y Raben., 2008) Se pueden llegar a ver afectados
otros sistemas como el sistema nervioso periférico y central. Este grupo de
enfermedades afecta a varias especies, en las cuales difieren la edad de inicio de los
signos, la morbilidad y mortalidad. Cada tipo en los diferentes animales posee una
variacion fenotipica a nivel clinico, clasificandose las mismas segun la deficiencia

enzimatica especifica (Almoddvar-Paya et al., 2020).
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Tabla 1. Diferentes tipos de glucosidosis en los animales domésticos

Especie Tipo OMIA Gen Mutacion Herencia Referencia
Tipo VII 000421-9615 PFKM €.2228G>A? AR Smith et al., 1996
€.550C>T?
Tipo la 000418-9615 G6PC €.363G>C? AR Kishnani et al., 1997
Perro €.634_635insN[76]*
Tipo IV 000420-9615 S/D S/ID S/ID Jolly et al. (2002)
Tipo Il 000419-9615 GAA S/D S/ID Seppala et al. (2013)
Tipo llla  001577-9615 AGL c.4223del® AR Gregory et al., 2007
Tipo Il 000419-9685 S/D S/ID S/ID Gilbert et al. (1988)
Gato Tipo IV 00420-9685 GBE1 Del 6,2 kb (elimina el AR Fyfe et al., 2007
exon 12) + Ins 334pb ©
Caballo  Tipo IV 000420-9796 GBE1 c.102C>A" AR Ward et al., 2004
Tipo Il 000419-9913 GAA €.2454_2455del® AR Dennis et al., 2000
c1783C>T?®
Vaca
€.1057_1058del*®
Tipo V 001139-9913 PyGM €.1468C>T! AR Tsujino et al., 1996
Tipo V 001139-9940 PyGM €.2380-1G>A'? AR Tan et al., 1997
Oveja Tipo Il 000419-9940 S/D S/ID S/D Manktelow, y Hartley
(1975)

Perros: 1: American Cocker Spaniel, English Springer Spaniel y Whippet, 2: Wachtelhund, 3: Maltés, 4. German
Pinscher, 5: Curly-coated retriever. Gatos: 6: Norwegian Forest. Caballo: 7: American Paint Horse y American
Quarter Horse. Vacas: 8: Shorthorn, 9: Brahman, 10: Brahman y Droughtmaster, Ovejas: 11: Charolais, 12: Merino.

AD: autosémica dominante, AR: autosémica recesiva, S/D: sin datos.

3.1.4 Mucolipidosis:

La mucolipidosis es otra enfermedad que tiene caracteristicas en comdn con
las esfingolipidosis asi como con las mucopolisacaridosis. Esta enfermedad se asocia
con deficiencias enzimaticas por errores que ocurren a nivel de hidrolasas
lisosomales, dandose un aumento de las enzimas tanto a nivel extracelular como en
el plasma (Jolly y Walkley, 1997). Histologicamente en esta enfermedad se pueden
observar vesiculas de almacenamiento parecidas a las que también pueden verse en
las esfingoliposis y mucopolisacaridosis (Jolly y Walkley, 1997). El contenido de los
lisosomas se reporta como oligosacaridos, mucopolisacaridos y lipidos, siendo los
tejidos mas afectados los huesos, el cartilago, la piel y otros tejidos conectivos, como
ser las valvulas cardiacas, la pared aortica y las cuerdas vocales (Bosshard et al.,
1996). Algunas neuronas del cerebro a nivel de la corteza pueden contener

inclusiones lipidicas. Se establece que se encuentran una cantidad de similitudes

16



tanto clinicas, bioquimicas como morfolégicas en este trastorno entre el gato y el
humano (Bosshard et al., 1996). En el gato se describe la Mucolipidosis Il, la cual
ocurre por deficiencia de la enzima Golgi UDP-N-acetilglucosamina-1-fosfotransferasa
(GlcNAc-fosfotransferasa) (OMIA, 2022).

3.1.5 Mucopolisacaridosis:

Otro subgrupo de enfermedades de almacenamiento lisosomal son las
mucopolisacaridosis (MPS), las cuales también son enfermedades genéticas
autosomicas recesivas, y en las cuales hay acumulacion de glucosaminoglicanos en
los lisosomas, ya que también hay una deficiencia a nivel de la degradacion enziméatica
(Patterson et al., 1989). Se han descrito multiples trastornos de MPS en los seres
humanos, cada uno es debido a una enzima lisosomal especifica (Green et al., 1989).
En el hombre, las MPS pueden variar desde una hidropesia letal fetal hasta una
calidad de vida casi normal (Meikle et al., 1999). En el caso de la MPS tipo VIl los
glucosaminoglicanos no degradados, se acumulan en diferentes tejidos y esto es
debido a la deficiencia de la enzima glucoronidasa (Patterson et al., 1989). Si una
mutacion afecta solo de forma parcial la actividad enzimética, puede que los signos
clinicos se retrasen y no aparezcan de inmediato (O’Brien y Leeb, 2014). Es de suma
importancia destacar que se pueden identificar mediante ensayos enzimaticos a los
portadores heterocigotos (Patterson et al., 1989). Como tratamientos se ha
experimentado con la terapia génica in vitro mediada por fibroblastos (Menotti-
Raymon, y O’Brien , 2008), asi como también se ha investigado con tratamientos
especificos de sustitucion enzimatica (Garcia Diaz, Mesa Latorre, Corps Fernandez y
Valbuena Parra, 2016). Las MPS tienen tres tipos de manifestaciones clinicas,
comprendiendo desde un sindrome dismoérfico, dificultades en el aprendizaje,
trastornos de comportamiento y demencia, hasta una displasia 6sea grave (Garcia
Diaz et al., 2016)

3.1.6. Esfingolipidosis:

Los esfingolipidos son un grupo importante de lipidos estructurales en los que
el compuesto base, las ceramidas (esfingosina + acidos grasos) se esterifican para
formar glicolipidos denominados gangliosidos, globdsidos o esfingomielina (Jolly,
1993)
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Los errores innatos en la degradacion de los esfingolipidos dan lugar a la mayor
familia de EDL que afectan tanto al hombre como a los animales (Jolly, 1993) Dentro
de estas enfermedades encontramos la gangliosidosis, galactocerebrosidosis,
glucocerebroidosis y lipidosis por esfingomielina, que se detallardn a continuacion.

a) Galactocerebrosidosis:

La galactocerebrosidosis o también llamada leucodistrofia de células globoides,
se trata de una enfermedad de almacenamiento lisosomal que provocada por
mutaciones en el gen GALC que codifica para la enzima galactosilceramidasa (Corado
et al., 2020)

La enfermedad en perros es caracterizada por la progresion rapida en la
disfuncion del sistema nervioso, evidenciandose una gran pérdida de mielina, asi
como también una disminucion en el nUmero de oligodendrocitos (Corado et al., 2020).
Se documenta la aparicién de signos clinicos en perros a las 4-6 semanas de edad,

llegando a desarrollar paralisis de las extremidades pélvicas (Corado et al., 2020).

b) Glucocerebrosidosis:

La glucocerebrosidosis, también conocida como enfermedad de Gaucher (GD)
es una enfermedad de almacenamiento lisosomal, la cual es causada por un déficit
en la actividad de la enzima glucocerebrosidasa hidrolasa lisosomal, la cual es
codificada por el gen GBA (Farfel-Becker, Vitner y Futerman, 2011). Esta enfermedad
se divide en 3 subtipos, dos de los cuales presentan sintomatologia neuropatica,

ademas de sintomas a nivel visceral (Farfel-Becker et al., 2011).

¢) Lipidosis por esfingomielina:

En la lipidosis por esfingomielina o conocida también como enfermedad de
Niemann y Pick (NPD), se trata también de una enfermedad de almacenamiento
lisosomal, ocurriendo una reduccion o ausencia de la actividad enzimatica lo que
resulta de acumulacion de esfingomielina en los lisosomas (Vapniarsky, Wenger,
Scheenstra y Mete, 2013). Podemos encontrar una severa deficiencia de la enzima
fosfodiesterasa de esfingomielina, acumulando la misma en macréfagos y neuronas.

Se reporta esta enfermedad en gatos domésticos de pelo corto y en los perros caniche
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miniatura. También ocurre en los nifios, los cuales mueren antes de llegar a los 4 afios
(Jolly y Walkley, 1997).

Finalmente, dentro de las esfingolipidosis, encontramos a la gangliosidosis, que

sera descrita en la siguiente seccion.
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3.2 Gangliosidosis

En esta enfermedad ocurre una acumulacion anormal de gangliésidos. Estos
estan compuestos por un esqueleto de ceramida y una cadena de oligosacaridos con
o sin acido sialico. Se clasifican de acuerdo a la nomenclatura de Svennerholm (1963)
la cual consiste en una letra "G™ que refiere a “gangliésido”, una letra que representa
el numero de residuos de &cido sialico: A=0,M=1,D=2y T =3y, por ultimo, se
incluye un numero de acuerdo a la cantidad de residuos de monosacaridos: “1” = 4,
“2” =3y “3" =2 (Cavdarli, Groux-degroote y Delannoy, 2019 ;Svennerholm, 1963) Los
gangliésidos son componentes de la membrana plasméatica neuronal, y, en nimero
adecuado son importantes para diversas funciones neuronales y el desarrollo cerebral
ya que se encuentran involucrados en procesos de neurotransmision, neurogénesis,
modulacién de transmisién sindptica, regulacion de proteinas de membranas,
adhesion y transduccion de sefales de citoquinas (Palmano, Rowan, Guillermo, Guan
y Mcjarrow, 2015; Sandhoff y Harzer, 2013) sin embargo, su acumulo anormal debido

a la falla en las enzimas que los degradan provoca la enfermedad gangliosidosis.

En los felinos se han descrito dos tipos principales de gangliosidosis, la
gangliosidosis GM1 y la GM2 (por acumulo de gangliésidos del mismo nombre
respectivamente) (Martin y col, 2004; McColl y Vadolas, 2016; Uddin et al., 2012). Los
gangliésidos GM1 son normalmente degradados por la enzima (-galactosidasa
mientras que los GM2 por enzimas hexosaminidasas (Sandhoff y Harzer, 2013). El
acumulo de gangliésidos lleva a la distension y posterior muerte de las neuronas a
nivel del sistema nervioso central, aunque también se ha descrito una afeccion en
menor medida del sistema nervioso periférico. Por dltimo, en algunos casos existe
también depdsito de gangliésidos en tejidos no neurales como visceras o tejido 6seo
(Leal et al., 2020; Sandhoff y Harzer, 2013).
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3.2.1. Gangliosidosis GM1

Esta patologia ocurre por una mutacion en el gen GLB1, que codifica para
la enzima [(-galactosidasa (Figura 1) (Ueno et al., 2016). En humanos se han
descrito hasta 56 mutaciones diferentes en este gen, sin embargo, en el gato sélo
se conoce la mutacion que provoca un cambio de G>C (c1448G>C) en el exon 14
del gen GLB1, que produce una sustitucion de arginina por prolina en la posicion
483 de la proteina (p. R483P) provocando una enzima [(-galactosidasa no
funcional (Martin et al., 2008). La mutacién ha sido demostrada en gatos de la raza
siamés (Martin et al.,, 2004; Uddin et al., 2012) Korat (Wang y Smith, 2007) y
mestizos (Udin et al., 2012), sugiriendo que la mutacién puede estar mundialmente
distribuida.

La PB-galactosidasa no solo se encarga de la degradacion de los
gangliésidos GM1 sino también de otros oligosacéridos y de queratan sulfato. Por
lo tanto, la gangliosidosis GM1 puede acompafarse de oligosacaridosis y
mucopolisacaridosis (Martin et al., 2008). Si bien el sistema nervioso central es el
sistema mas afectado, también se han observado lesiones a nivel del sistema
nervioso periférico, lesiones oculares y atrofia del timo (Murray, Blakemore y
Barnett, 1977).

En humanos, se han descrito tres subtipos de la enfermedad de acuerdo a los
signos clinicos y la edad de presentacion. La GML1 infantil (tipo 1), la juvenil (tipo 2) y
la forma adulta (tipo 3). La forma infantil es la mas severa, con los signos
presentandose a los 6 meses de edad y conduciendo a la muerte en 2 a 4 afios. En
esta forma ocurren alteraciones en la forma de la cara (con forma de géargola) y
hepatoesplenomegalia. En la gangliosidosis tipo 2 los primeros signos aparecen entre
los 7 meses y los 5 afios de edad.

Por ultimo, en el tipo 3 los signos ocurren en la adolescencia y es la que
presenta los signos clinicos menos severos, lo cual se atribuye a que existe un grado
de actividad residual de la beta galactosidasa. En estas ultimas formas no ocurren
cambios morfolégicos ni hepatoesplenomegalia (Baker, Lindsey, McKhann y Farrell
1971; Rha, Maguire y Martin, 2021).
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En felinos, la forma descrita se asemeja a la forma juvenil (tipo 2) de los
humanos. Se caracteriza por la presencia de temblores de cabeza y miembros que
progresan a una disfunciébn motora progresiva, dismetria, ataxia que pueden conducir
a tetraplejia, seguidas por ceguera y crisis epilépticas en las etapas terminales de la
enfermedad. Los signos comienzan a manifestarse a partir de los 3 meses y medio de
edad y la muerte ocurre aproximadamente a los 10 meses (Baker et al, 1971; Jope,
Baker y Connor, 1986; Martin et al., 2008).

En los gatos con GM1, al igual que en la gangliosidosis juvenil en humanos no
ocurren alteraciones morfoldgicas. Sin embargo, se han descrito alteraciones en
tejidos no neurales como, por ejemplo, a nivel ocular, presentdndose opacidad corneal

y lesiones en la retina que conducen a ceguera (Murray et al., 1977).

ENFERMEDAD ENZIMAAFECTADA FUNCION NORMAL SI NO HUBIESE ALTERACION

Gangliosidosis GM1

Ocurre en gatos

Figura 1: Imagen del gen y la proteina afecta en la gangliosidosis tipo 1. Debido a la falla en la enzima f3-
galactosidasa, en la gangliosidosis tipo 1 no ocurre la degradacion de los GM1 en los lisosomas y estos se

acumulan.
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3.2.2. Gangliosidosis GM2

En la gangliosidosis GM2 la acumulaciéon de gangliésidos GM2 es debida a la falla
en las enzimas B-N-acetil hexosaminidasas (Hex) (McColl y Vadolas, 2016). Las Hex
consisten en 3 isoenzimas, cada una compuesta por dos subunidades; la HexA
compuesta por la subunidad a y 3, la HexB por dos subunidades 8 y la HexS por dos
subunidades a. Un gen especifico codifica para cada subunidad, el gen HEXA para la
subunidad a y la HEXB para la subunidad 3 (Lawson y Martin, 2016). Adicionalmente,
existe una proteina GM2 activadora que es necesaria para la degradacién de
gangliosidos por parte de las Hex. Por lo tanto, un dafio en cualquiera de las
subunidades de las Hex o en la proteina activadora puede provocar gangliosidosis
(Figura 2).

En humanos existen tres variantes de gangliosidosis que se clasifican de acuerdo
a la subunidad que permanece funcional: En primer lugar, la variante B ocurre por una
falla en el gen HEXA y por lo tanto una subunidad alfa deficiente, afectando las
proteinas HexA y HexS. Esta patologia también es conocida con el nombre de
enfermedad de Tay—Sachs (Chen et al., 2018). La variante 0, también conocida como
enfermedad de Sandhoff ocurre por la deficiencia de la subunidad B, dafiando por lo
tanto a la HexA como a la HexB (Lawson y Martin, 2016). Por ultimo, la variante AB
deja las enzimas HexA y HexB intactas pero la proteina activadora se encuentra
afectada (Martin et al., 2005). En los felinos domésticos se han descrito dos de las tres
formas de gangliosidosis GM2: la variante 0 (OMIA 001462, 2020) y la variante AB
(OMIA 001427, 2020).

En cuanto a la variante 0, las mutaciones varian en las distintas razas, en el
Korat, por ejemplo, la enfermedad se produce por la delecién de una citosina en la
posicién +39, lo que genera un codén stop prematuro (Muldoon, Neuwelt, Pagel y
Weiss, 1994), mientras que, en el gato doméstico de pelo corto ocurre por una
inversion de 25pb al inicio de HEXB (Martin et al., 2004) o por un cambio de C>T en
la posicion 667 (Kanae et al., 2007). En el Burmés se da por una delecién de 15pb
entre el intron 11y el exdn 12 (Bradbury et al., 2009). Por otra parte, la variante AB ha

sido reportada en una familia de gatos domeésticos de pelo corto, producto de una
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delecidn de cuatro pares de bases entre la posicion 516 y 519 del gen GM2 (Matrtin et
al., 2005).

ENFERMEDAD GENAFECTADO PROTEINAS SUBUNIDADES ENZIMATICAS
Hex S:
I TAY-SACHS —‘_ XA o ”
Variante B L S .)
. /) :
=y

NO EN GATOS

»
I »
Variante 0 L » han: )’

J

DEFICIENCIA DE
PROTEINA | B
ACTIVADORA | ||  Gm2a |
GM2
Variante AB

Figura 2: Esquema de los mecanismos de accion en los genes y las proteinas afectadas de la Gangliosidosis GM2

Como fue mencionado anteriormente, en el gato se han reportado dos de los tres tipos
de gangliésidos GM2 existentes en humanos, la variante 0 o enfermedad de Sandhoff
y la variante AB. La presentacion clinica de la variante 0 ha sido descrita en gatos
domésticos de pelo corto (Cork et al., 1977), gatos Korat (Muldoon et al., 1994;
Neuwelt et al., 1985) gatos domésticos japoneses (Hasegawa et al., 2007; Kanae y
col, 2007; Yamato et al., 2004, 2008) gatos burmeses (Bradbury et al., 2009).

3.2.3. Signos clinicos:

Todos los tipos de gangliosidosis se caracterizan por la afectacion del sistema
nervioso central, aunque puede existir también involucramiento del sistema nervioso
periférico somatico y autbnomo. Adicionalmente, en la gangliosidosis GM1 y en la
variante 0 de la GM2 puede ocurrir una afectacion extraneuronal (Sandhoff y Harzer,
2013).

La enfermedad se manifiesta a edades tempranas (tres a cuatro meses en gatos), y
la sobrevida no supera los nueve meses debido al severo deterioro (Ueno et al., 2016).
Sin embargo, en algunas razas de gatos el inicio de los signos puede ser aun mas
temprano, por ejemplo en el gato Burmés, en el que los primeros signos puede

aparecer desde las 4 semas de edad (Bradbury et al., 2009). Contrariamente, también
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existe un reporte de caso de GM2, variante AB en la que los signos clinicos se

presentaron de forma tardia (a los 14 meses de edad) (Martin et al., 2005).

Los principales signos clinicos de la gangliosidosis son: ataxia, disfunciones
motoras, temblores en la cabeza, trastorno visual, pérdida de reacciones posturales,
hiperreflexia en las cuatro extremidades y convulsiones. Ademas, se han descrito
nistagmo, atrofia muscular generalizada, disfagia y disuria (Bradbury et al., 2009; Cork
et al., 1977; Kohyama et al., 2016; Ueno et al., 2016). Por ultimo, se ha reportado

enanismo o retardo en el crecimiento

En gatos con gangliosidosis GM2 variante 0 se han observado casos de enanismo

o retraso del crecimiento (Yamato et al., 2004; Yamato et al., 2008).

Recientemente se han descrito anormalidades esqueléticas en gatos con GM2
variante 0 como, por ejemplo, alteracion en la forma de cuerpos vertebrales y
osteopenia en la columna vertebral y neoformacion 6sea en las facetas articulares (yu
et al., 2022). Las imagenes radiograficas presentadas en este articulo pueden ser
observadas en la Figura 3. Ademas, otro reporte describi6 alteraciones radioltcidas
en las epifisis de humero, radio distal y tibia (Gray-Edwards et al., 2015). Cuando la
enfermedad se manifiesta con alteraciones 6seas se la denomina como “de fenotipo

similar a mucopolisacaridosis”

Figura 3: Imagenes radiogréaficas de un caso de gangliosidosis felina. (a) radiografia cervicotoracica lateral
derecha; (b) radiografia cervicotoracica dorsoventral; (c) radiografia abdominal lateral derecha; y (d) radiografia

abdominal dorsoventral, tomado de Yu et al. (2022).
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3.2.4. Diagnostico:

No es posible realizar un diagnéstico definitivo de gangliosidosis ante-mortem. El
diagnéstico presuntivo se basa en la anamnesis, signos clinicos, cambios en la
bioquimica sanguinea y del LCR, la presencia de lesiones caracteristicas en la
resonancia magneética, alteraciones caracteristicas en estudios electrofisioldgicos, la
exclusion de otros diagnosticos diferenciales. Ademas, es posible confirmar la

presencia de la mutacion mediante test genéticos (Ueno et al., 2016).

El diagnostico definitivo puede ser realizado post-mortem mediante andlisis
histol6gicos, siendo muy utilizadas las técnicas de inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia para detectar la acumulacion patolégica de los gangliésidos
(Kohyama et al., 2016).

Uno de los principales diagnosticos diferenciales en estos animales es la
hipoplasia cerebelosa, enfermedad que cursa con la presencia de temblores de 2 a 6
veces por segundo. Otros signos presentes son ataxia, hipermetria, inclinacién de
cabeza y nistagmo (Platt y Olby, 2014). Una de las principales diferencias con las
gangliosidosis es que los signos clinicos en la hipoplasia cerebelosa no son
progresivos, generalmente permanecen estaticos o suelen mejorar cuando el animal
crece (Platt y Olby, 2014). Se trata de una malformacion congénita la cual se puede
ver a las 3 semanas de vida, cuando los animales intentan ponerse de pie y querer
caminar (Platt y Olby, 2014). La causa mas estudiada de este trastorno es la infeccion
intrauterina por el parvovirus causante de la panleucopenia felina, presentdndose en
camadas donde la madre sufrid una infeccion natural (Poncelet et al., 2013) o fue
vacunada contra este virus durante la gestacion, pero ain no se sabe con certeza si
la infeccidén natural se da en el Gtero o a los pocos dias del nacimiento (De Lahunta,
Glass y Kent, 2014). Por lo tanto, es importante descartar esta patologia a la hora de
establecer el diagndéstico presuntivo ante-mortem. Para ello, es necesario realizar
resonancia magnética que, en caso de hipoplasia cerebelosa, permitira la observacion

de un cerebelo mas pequefio de lo normal (Platt y Olby, 2014).

A continuacion, definiremos las herramientas diagnosticas que son de utilidad
para establecer un diagnostico presuntivo de gangliosidos en el animal vivo. La tabla

2 consiste en un resumen de los cambios observados con estas herramientas.
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a) Marcadores bioquimicos

En gatos con gangliosidosis GM1 y GM2 variante O se ha observado un aumento de
la enzima aspartato aminotransferasa (AST) tanto en el LCR como en suero (Gray-
edwards et al., 2017; Gross et al., 2022). Ademas, en suero de gatos con GM1 se ha
reportado un aumento de la enzima alanino aminotransferasa (ALT), hipocalcemia,
hipoalbuminemia y disminucion de la creatinina (Gray-Edwards et al., 2017). En la
gangliosidosis GM1 adicionalmente, se observa un aumento de la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH) a nivel del LCR, no habiendo aumento de esta en suero. Los
niveles de estas enzimas se correlacionan con la gravedad de la enfermedad (Tabla
2) (Gray-Edwards et al.,2017; Gross et al., 2022).

Ademas, mediante cromatografia de capa fina es posible detectar gangliésidos GM1
y GM2 en el LCR. Por ejemplo, Yamato et al. 2004 demostraron que en animales con
enfermedad de Sandhoff, se observan importantes aumentos de gangliésido GM2 en
el LCR. Ademas, en un perro (Satoh, Yamato, Asano, Yamasaki y Maede, 2004) y un
gato con enfermedad de Sandhoff (Yamato et al., 2004) también se encontrd también
un incremento del gangliésido GM1. Se ha propuesto que esta acumulaciéon de GM1
en el LCR puede deberse a la muerte neuronal debida a la acumulacion de GM2 y la

consecuente liberacion de gangliésidos al LCR.

En orina también se han observado cambios bioquimicos, por ejemplo, los gatos con
GML1 presentan valores elevados de glucosaminoglicanos (Gray-Edwards et al., 2017;
Gross et al., 2022).
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Tabla 2. Resumen de parametros afectados en ambos tipos de Gangliosidosis

GM1

GM2

Sangre

Orina

LCR

Resonancia Magnética

EEG

Aumento Enzima AST
Aumento Enzima ALT
Hipocalcemia
Hipoalbuminemia

Disminucién creatinina

Aumento de

glucosaminoglicanos

Aumento Enzima AST
Aumento LDH

Pérdida de limites entre
sustancia gris y blanca
Degradacion de la arquitectura
cerebral

Materia blanca hiperintensa a
nivel de todo el cerebro

Alteracién de la actividad
ritmica, ondas cerebrales mas

lentas

Aumento Enzima AST

S/D

Aumento Enzima AST

Pérdida de limites entre
sustancia gris y blanca
Degradacion de la arquitectura
cerebral

Materia blanca hiperintensa a
nivel de todo el cerebro

S/D

LCR: Liquido cefalorraquideo, EEG: Electroencefalograma, S/D: Sin datos

b) Resonancia Magnética

Mediante resonancia magnética, en un cerebro normal es posible diferenciar con

claridad las sustancias gris y blanca por sus diferentes intensidades. En gatos con

gangliosidosis estos limites entre ambas se pierden, debido al dafio de la arquitectura

cerebral y subsecuentes cambios de intensidad (Figura 4). (Gray-Edwards et al.,

2017). Ademas, en los gatos enfermos es posible evidenciar atrofia cortical.

28



Figura 4. Imagenes de resonancia magnética en gatos normales y con gangliosidosis. Imagen de resonancias
magnéticas ponderadas en T2 de un gato normal (A, corte transversal y B corte longitudinal), de un gato con
gangliosidosis GM1 (C, D, E). C y D muestran cortes transversos y E un corte sagital en la linea media y de un
gato con gangliosidosis GM2 (F, G ambos cortes transversales). En en el gato con GM1 se observa falta de
definicién de la sustancia blanca, atrofia en los bulbos olfatorios (aumento del LCR) y dificultad para reconocer
estructuras como el cuerpo calloso y la comisura rostral. En el gato con GM2 se observa ventriculomegalia y
pérdida de definicion de la sustancia blanca. Imagenes tomadas Gray-Edwards (2014) (A 'y B), de Ueno et al. 2016
(C,DyE).

c) Electroencefalograma

El electroencefalograma (EEG) registra la actividad eléctrica de conjuntos neuronales.
La vigilia en gatos y en muchas otras especies es un estado comportamental
caracterizado por actividad de baja amplitud y alta frecuencia en (Castro et al., 2014)
sin embargo, en los gatos con gangliosidosis GM1 se ha demostrado en vigilia un
patron electroencefalografico continuo, irregular, de actividad principalmente lenta
(frecuencia delta; 1 — 4 Hz). La figura 5 muestra el EEG en vigilia de un gato con GM1
y de un gato normal (Gray-Edwards et al., 2017).
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a) Gato GM1 b) Gato normal

Figura 5. Registro electroencefalografico de un gato con gangliosidosis GM1 en el momento previo a la eutanasia
humanitaria y de un gato normal. En el gato con GM1 se observan ondas lentas de gran amplitud mientras que en
el gato normal la actividad es de una frecuencia mas rapida y de menor amplitud. Imagen modificada de Gray-
Edwards (2017)

d) BAER Potenciales evocados auditivos

Otro estudio realizado fue la respuesta auditiva evocada del tronco encefélico,
conocida como BAER, porgue la mayoria de los gatos con enfermedad de Sanhoff
manifiestan sordera y ceguera (Bley et al., 2011 ; Maegawa et al., 2006) Se midieron
las ondas I, II, lll y V asociadas al nervio coclear, el nucleo coclear, el nucleo del
cuerpo trapezoide y el coliculo caudal, respectivamente (Buchwald y Huang, 1975;
Jewett, 1970). Los estudios revelan que la funcion del nervio coclear es normal pero
no en el resto de los 6rganos. Para lograr la caracterizacion de las anomalias que
presentaba la via auditiva se realizaron medidas a las 8-12 semanas y a las 16-23
semanas. En los gatos enfermos no tratados se evidencié que aumentaron las
latencias en las ondas Il, lll, y V a las 16-23 semanas mientras que a las 8-12 semanas
se vio un aumento en las ondas Il y V. Esto tiene correlacién con la progresion que va

adquiriendo la enfermedad. (Buchwald y Huang, 1975).
e) Pruebas genéticas

Se han utilizado diferentes pruebas para obtener el genotipo de los animales para las
diferentes mutaciones efectoras de los distintos tipos de gangliosidosis. Kanae y col.
(2007) desarrollaron una técnica rapida y simple, basada en la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) asociada a RFLP (polimorfismo en el largo de los fragmentos de
restriccion) para identificar la mutacion ¢.667C>T en el gen HEXB responsable de la
GM2. La técnica de PCR empleada implica la utilizacién de primers que introducen un

sitio de restriccion en el amplicon para la endonucleasa Rsal, de forma tal que la
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enzima no corta el fragmento cuando la mutacion esta presente. El tamafio del
fragmento amplificado es de 91pb, de modo que en los animales homocigotas
normales (AA) se presentaran dos bandas (de 29pb y 62pb). Contrariamente, en los
animales homocigotas recesivos (aa), la enzima no reconoce el sitio de corte, por lo
que el amplicon no sera cortado. Los animales portadores (Aa) presentaran tres
bandas, las correspondientes al alelo A y la del alelo a (figura 6). Otros autores han
empleado la técnica descrita por Kanae y col. (2007) en diferentes trabajos de
investigacion (Hasegawa et al., 2007; Rahman et al., 2011; Yamato et al., 2008).

Normal Portador Afectado
M N D N D N D NC

91 bp
62bp —»

29 bp

Figura 6.

Electroforesis en gel de agarosa para la deteccion de una mutacion responsable de GM2. Se muestra el patron de
digestion (D) con la enzima Rsal de los amplicones obtenidos por PCR (N), para los tres genotipos posibles de
gangliosidosis GM2 (modificado de Kanae et al., 2007).

Para el caso de la GM1 Uddin et al., (2013) disefiaron una técnica de
genotipado basada en PCR y RFLP, para detectar la mutacién ¢.1448G>C. En la
misma el fragmento amplificado presenta un tamafio de 326pb, que solo es cortado
por la enzima Haelll cuando la mutacién esta presente. En el caso de los animales
afectados (genotipo aa) se observaran dos fragmentos, uno de 218 pb y otro de 108
pb. Para los animales homocigotas dominantes (AA) el amplicon no es cortado por la
enzima por lo que se obtendra un fragmento de 326 pb. En los animales portadores
se observaran tres fragmentos: uno de 326 pb, otro de 218 pb y otro de 108 pb (Figura
7).
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa para la deteccién de la mutacién responsable de GM1. Se
muestra el patron de digestion (D) con la enzima Haelll de los amplicones obtenidos por PCR (N), para los
genotipos AA y aa de la gangliosidosis GM1 (tomado de Uddin et al., 2013).

Otros autores han empleado la PCR en tiempo real para genotipar las mutaciones
responsables de GM1 y GM2, utilizando primers alelo especificos, asi como la
secuenciacion directa (Wang y Smith, 2007).

f) Diagndstico definitivo - Histopatologia

Como fue mencionado, el diagndstico definitivo es realizado post-mortem mediante la
evidencia de lesiones histopatolégicas caracteristicas en los tejidos afectados y por la
deteccion molecular de depdésitos de gangliosidos a nivel neuronal (Cork, Munnell y
Lorenz, 1978; Kohyama et al., 2016)

En ambos tipos de gangliosidosis, es posible visualizar acumulacion de material
citoplasmatico granular a nivel de todo el sistema nervioso central. En un estudio
realizado en Hokkaido, Jap6n, se pudo determinar la localizacion especifica de estos
granulos mediante el uso de microscopia electrénica, en los cuerpos membranosos

en los lisosomas de las neuronas (Ueno et al., 2016).

Una interesante caracteristica histopatolégica es que las neuronas afectadas se tifien
fuertemente con acido periédico de Schiff (PAS), el cual detecta las cadenas de
oligosacaridos de los gangliosidos (Rha et al., 2021). Adicionalmente, las neuronas
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afectas sufren una pérdida de sustancia de Nissl (reticulo endoplasmatico rugoso), y
la sustancia remanente se ve consensada en la region perinuclear (Baker et al., 1971).
Se observa, ademés, gliosis a nivel del sistema nervioso central (Figura 8). La
sustancia blanca se encuentra alterada dado que la gangliosidosis conduce a la
desmielinizacion y los axones se observan hinchado (Gross et al., 2022). En gatos
con gangliosidosis GM2 las células de Purkinje del cerebelo aparecen particularmente
afectadas (Cork et al., 1978).

Los cambios histopatol6gicos no ocurren Unicamente en el sistema nervioso central,
se han evidenciado también alteraciones en los ganglios autonémicos (Barnes et al.,
1981; Cork et al., 1978; Miiller et al., 2001; Salman et al, 2001) asi como también en
tejidos extraneurales. Por ejemplo, en gatos con GM1 se pueden observar depdsitos
vacuolares de polisacaridos en la cornea y el epitelio anterior del cristalino lo que es
causante de la opacidad de los ojos. Asimismo, se ha evidenciado en ambos tipos de
gangliosidosis, acumulacién de gangliésidos en las células ganglionares de la retina
(Cork etal., 1978; Murray et al., 1977) por otro lado, una caracteristica notoria en gatos
con gangliosidosis GM2 es la leucocitosis con linfocitosis y contenido vacuolar dentro

del citoplasma de los linfocitos (Yamato et al., 2008).
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Figura 8: Hallazgos histopatoldgicos en animales afectados y no afectados con gangliosidosis. Se realiz6 tincion
de hematoxilina y eosina en secciones de la corteza cerebral incrustadas en parafina de los siguientes animales:
un perro (a) y un gato (b) afectados con gangliosidosis GM1; un perro (c) y un gato (d) afectados con gangliosidosis
GM2; un perro de control no afectado (e) y un gato (f). Bar = 50 um. Imagen extraida de Kohyama et al., (2016) Se
puede ver neuronas agrandadas (hinchadas) con contenido vacuolar. Ademas, se puede ver gliosis de todo el

cerebro. En estas imagenes vemos palidos materiales granulares y eosinofilicos tanto de perros como de gatos.
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El uso de técnicas de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia han mostrado ser

de utilidad para el diagnostico de gangliosidosis caninay felina (Kohyama et al., 2016).

La inmunohistoquimica consiste en un método que se basa en reacciones
inmunoenziméaticas, mediante la utilizacion de anticuerpos mono o policlonales, con el
fin de detectar antigenos en las células de diferentes tejidos. La inmunofluorescencia,
por otra parte, consiste en un conjunto de ensayos biologicos los cuales actdan
mediante la combinacién de anticuerpos y moléculas fluorescentes para la deteccion
de determinados agentes, como por ejemplo proteinas dentro de las células o tejidos
(Husain et al., 2011).

Un estudio desarrolld6 y compardé técnicas de inmunohistoquimica e
inmunofluoresencia para la deteccion de gangliosidosis GM1 y gangliosidosis GM2 en
gatos y perros (Kohyama et al., 2016). Estos autores utilizaron la subunidad B de una
toxina de colera biotinilada (proteina con es capaz de unirse hasta a 5 moléculas de
gangliosido GM1 (Santi, Mancini y Barnes, 1994) para la deteccién de gangliosidos
GM1, y un anticuerpo monoclonal Igm anti-GM2 como anticuerpo primario y
anticuerpo biotinilado de cabra anti IgM de raton como anticuerpo secundario. Para la
deteccion inmunohistoquimica, los tejidos fueron incubados con peroxidasa
conjugada con estreptavidina (una proteina con alta afinidad por la biotina). La
inmunorreactividad fue detectada con diaminobencidina (DAB). Para la técnica de
inmunofluorescencia, la deteccion de gangliosidos GM1 se realizé utilizando Alexa
Fluor conjugada con estreptavidina, y la de GM2 conjugando el anticuerpo secundario
también con Alexa Fluor (Duraiyan et al., 2012).

Estos autores demostraron que ambas técnicas fueron eficaces para la deteccion
tanto de ganlgiosidos GM1 como de GM2, incluso en tejidos embebidos en parafina
que habian sido preservados por hasta 11 afios. Sin embargo, la técnica de
inmunohistoquimica aporta mas informacion debido a que permite una mejor
visualizacion morfologica del tejido (la técnica de inmunofluorescencia presenta un
fondo negro y no se puede visualizar la exacta localizacion tisular o celular de los

gangliosidos fluorescentes. (Kohyama et al., 2016).

34



3.2.5 Tratamiento

Actualmente, desafortunadamente, el prondstico de la gangliosidosis es de reservado
a malo (Dewey y Da Costa, 2015), siendo los animales sometidos a eutanasia en la
mayoria de los casos. Sin embargo, la comunidad cientifica ha estado investigando
arduamente la eficacia y seguridad de diferentes tratamientos potenciales. Dado que
el gato es considerado un excelente modelo en investigacion en estas enfermedades,
las terapias que han resultado eficaces en gatos han colaborado inmensamente en
las estrategias para corregir los tratamientos en humanos (O'Brien et al., 2002).
Algunas de ellas son el reemplazo enzimatico, el trasplante de médula 6sea y la
terapia génica. Otras terapias como la terapia de reduccion de sustrato, la terapia con
chaperonas y con trasplante de células madre ha sido probada en modelos murinos y
podria potencialmente ser utilizada en medicina veterinaria a futuro (McColl y Vadolas,
2016).

En este capitulo discutiremos cada uno de estos tratamientos.

3.2.5.1 Terapia de remplazo enzimatico

La terapia de remplazo enzimético (TRE) ha sido una de las primeras terapias
estudiadas y consiste en la administracion crdnica y periddica (usualmente semanal)
de la enzima que es deficiente en la enfermedad. La TRE resulta particularmente
atractiva dado que se ha demostrado que en diversas enfermedades de acumulo
lisosomal incluida la gangliosidosis, un leve incremento de la cantidad de enzima
disponible, un 5% segun algunos autores (Grabowskiy Hopkin, 2003) suficiente para
prevenir la enfermedad. Para esto es necesario el desarrollo de enzimas
recombinantes. En este sentido el gato ha sido un modelo utilizado para el desarrollo

de la B-galactosidasa recombinante (Samoylova et al., 2008).

Desde la circulacidon sanguinea estas enzimas pueden ser endocitadas por
células mediante receptores de membrana y transportadas a los lisosomas donde
hidrolizan los sustratos acumulado (Concolino, Deodato y Parini, 2018 ; Grabowski y
Hopkin, 2003).

Sin embargo, si bien este tipo de terapias ha demostrado ser eficaz en algunas
enfermedades de almacenamiento lisosomal, uno de los principales problemas de la
misma es que la dificultad que presentan estas enzimas para atravesar la barrera

hematoencefalica y llegar en cantidades suficientes al sistema nervioso central
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(Condori et al., 2016). Algunos autores han intentado utilizar la inyeccion intratecal o
intracerebroventricular con buenos resultados, pero esta técnica resulta altamente
invasiva (Dickson et al., 2007; Matsuoka et al., 2011; Tsuji et al., 2010). Por otro lado,
distintos estudios han tratado de desarrollar técnicas que faciliten la llegada de estas
enzimas al SNC. Por ejemplo, se ha utilizado la fusion de la enzima B-galactosidasa
con lectinas, glicoproteinas que tienen gran afinidad con la galactosa, (presente en
amplia cantidad en glicoproteinas y glicolipidos de membranas). Estas lectinas son
capaces de iniciar un proceso de endocitosis adsorbente permitiendo el pasaje de la
B-galactosidasa a través de la barrera hematoencefalica (Condori et al., 2016). Un
reciente trabajo realiz6 un estudio preclinico de la eficacia de la terapia de remplazo
enzimatico utilizando B-galactosidasa fusionada con una lectina proveniente de la
planta Ricinus communis para el tratamiento de gangliosidosis GM1 en un modelo de
ratén y obtuvo excelentes resultados. Ocurrié una muy buena distribucion de la enzima
en diferentes tejidos incluido en el encéfalo. Ademas, los niveles de GM1 fueron

reducidos y se revirtid la neuroinflamacion (Weesner et al., 2022).

Por altimo, en la gangliosidosis GM2 se ha observado, ademas, otra dificultad
de la terapia con remplazo enzimatico, la enzima B-hexosaminidasa es metabolizada

en el gato rapidamente por el higado y por lo tanto su vida media es muy corta.

.3.2.5.2 Trasplante de médula 6sea

El trasplante de médula 6sea se empez06 a considerar como un tratamiento para las
enfermedades de almacenamiento lisosomal en base a un estudio que data de 1968
que demostré que el co-cultivo de fibroblastos de la piel sanos y afectados culminaba
en la eliminacion de los depdsitos lisosomales de las células afectadas (Frantanoni,
Hall y Neufel, 1968). Este fendbmeno recibié el nombre de correccion metabdlica
cruzada y se demostré6 que ocurre porque las células sanas liberan la enzima
deficiente y ésta es captada por las células sanas. Este descubrimiento sentd las
bases para comenzar a considerar el trasplante de médula 6sea en enfermedades de
almacenamiento lisosomal. Con esta terapia se busca que macrofagos y microglia
pueblen el sistema nervioso central y proporcionen las enzimas necesarias,
corrigiendo las células enfermas (Cachon-Gonzalez et al., 2018 ; Krivit et al., 1995).

Se han obtenido algunos resultados alentadores en estudios en humanos,
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principalmente para la leucodistrofia de células globoides y la mucopolisacaridosis tipo
1 (Krivit et al., 1999 ; Prasad y Kurtzberg, 2010) En una nifia con gangliosidosis tipo 1
que recibi6 médula 6sea de una hermana donante, llevé a la normalizacién de los
niveles de beta galactosidasa pero no mejoré los signos ni la evolucion de la
enfermedad (Shield, Stone y Steward, 2005).

En cuanto a su uso en gangliosidosis en medicina veterinaria, se ha estudiado el
efecto de trasplante de medula 6sea en un perro de 8 afios con gangliosidosis GM1,
utilizando médula 6sea de un hermano idéntico para los antigenos caninos para
leucocitos (del inglées DLA, dog leukocyte antigens) Desafortunadamente, el
tratamiento fue ineficaz, los niveles acumulados de gangliésidos en el cerebro no
disminuyeron, no aumento la actividad de la de B-galactosidasa, ni se mejoraron los

signos clinicos (O’Brien et al., 1990).

En cuanto a los felinos se ha utilizado el trasplante de medula 6sea en la deficiencia
de a-manosidasa, lo que produce también afectacion del sistema nervioso. En estos,
se observé una restauracion en la actividad enzimatica y una mejora de los signos
clinicos (Walkley et al., 1994). Sin embargo, no hemos encontrado estudios que hayan
evaluado el efecto del trasplante de médula 6sea en gatos con gangliosidosis GM1 ni
GM2.

Una de las principales desventajas de este tipo de terapias es la necesidad de
contar con donantes disponibles, la potencialidad de rechazo por parte del huésped y
gue el numero de microglias disponibles a nivel del encéfalo tras un transplante suele

ser limitado.

3.2.5.3 Terapia utilizando Chaperonas.

Otra terapia que ha sido evaluada en el tratamiento de gangliosidosis es la terapia de
chaperonas. Las chaperonas consisten en moléculas pequefias que son capaces de
asistir a proteinas dianas para estabilizar su conformacion nativa (Cortez y Sim , 2014;
Leal et al., 2020 ; Pereira , Valentao y Andrade , 2018).

Existen dos tipos principales chaperonas, las quimicas y las farmacoldgicas (Leal et
al., 2020). Las chaperonas quimicas, tienen un modo de accion inespecifico, y ayudan
a estabilizar las proteinas sin unirse directamente a ellas. Estas chaperonas suelen

ser menos eficaces y potencialmente mas téxicas (Leal et al., 2020). Las chaperonas

37



farmacoldgicas pueden unirse a las proteinas e inducir estabilizacién termodinamica,
0 cambios en la cinética de plegado y desplegado (Loo y Clark, 2007; Pereira et al,
2018).

En las enfermedades de almacenamiento lisosomal, su principal funcién es estabilizar
las enzimas lisosomales mal plegadas, llevar enzimas dentro de los lisosomas y

aumentar la actividad enzimatica favorable (Boyd et al., 2013; Parenti, 2009).

Es importante aclarar que esta terapia puede ser Gtil solo para ciertos pacientes ya
que las chaperonas constan de una actividad que depende de la mutacion, y suelen
necesitar de enzimas con algun grado de funcionalidad residual, lo cual limitaria la
cantidad de pacientes que pueden responder de manera favorable al tratamiento
(Boyd et al., 2013; Diaz, Cepeda del Castillo, Rodriguez-Lopez y Alméciga-Diaz, 2019
Matsuda et al., 2003).

En cuanto a la gangliosidosis GM1, estudios preclinicos han demostrado
efectividad de iminoazucares como chaperonas farmacoldgicas en la mejora de la
funcion de la beta galactosidasa, uno de estos estudios fue realizado en gatos (Rigat
et al.,, 2012) De forma similar, en estudios invitro, iminoazucares también han
demostrado mejora de la funcionalidad enzimética en gangliosidosis GM2 (Gonzalez-
cuesta et al., 2022; Leal et al., 2020). No hemos encontrado trabajos que evaluaran

su uso en modelos felinos de esta enfermedad.

3.2.5.4 Terapia de reduccion de sustrato

Otra terapia bajo investigacion es la llamada terapia de reduccién de sustratos.
Esta se basa en la inhibicion parcial de la produccion de esfingolipidos, reduciendo
por tanto el nimero que debe ser degradado dentro de los lisosomas (Radin, 1996;
Rastall y Amalfitano, 2017).

Esta terapia tiene como ventaja que algunas de las moléculas utilizadas son
capaces de atravesar la barrera hematoencefalica a diferencia de lo que ocurre con

las terapias de remplazo enzimatico (Ilvanova et al., 2021).

En el caso de la gangliosidosis y otras enfermedades en las que ocurre
almacenamiento de glucoesfingolipidos esta terapia se basa en inhibir la accion de la
enzima ceramida glucosiltransferasa, retrasando la formaciébn de dichos

glicoesfingolipidos (lanova et al., 2021 ; Jeyakumar et al., 2002). Esta terapia es de
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utilidad en casos en los que aun se cuenta con algo de actividad enzimatica residual
gue sea capaz de catabolizar los glucoesfingolipidos que ya se habian acumulado.
Ademas, esta terapia puede llegar a tener un alto grado de valor terapéutico si es
utilizado en combinacién con otras terapias que sean de complemento a la hora de
realizar la degradacion de los sustratos en los lisosomas (Cachon-Gonzalez et al.,
2018).

Hoy en dia se siguen desarrollando y obteniendo resultados prometedores en
la realizacion de ensayos preclinicos con animales (Marshall et al., 2016). Uno de los
principales inhibidores de la ceramida glucosil transferasa utilizados es el iminoazucar
N-Butil-Deoxynojirimicina, también conocido como Miglustat (Rha et al., 2021). Se
considera que Miglustat actuaria también como chaperona farmacolégica para la B-
galactosidasa deficiente (Alfonso et al., 2005) No hemos encontrado trabajos que
evallen estas terapias en gatos con gangliosidosis pero, existen algunos reportes en
humanos. Por ejemplo, Fischetto (2020) demostro que el tratamiento fue seguro y que
permitié el enlentecimiento de la progresion de los signos clincos en tres casos de
GML1 pediatrica.

Por el contrario, para la gangliosidosis GM2, si bien se han observado
resultados alentadores en modelos de roedores (Jeyakumar et al., 1999; Platt et al.,
1997) , los beneficios del uso de Miglustat en humanos con GM2 han sido escasos
(Maegawa et al., 2009; Masciullo et al., 2010).

3.2.6. Terapia génica

La utilizacion de la terapia génica permite corregir las anomalias moleculares
que subyacen a las enfermedades genéticas, ofreciendo un tratamiento
potencialmente a largo plazo con una sola administracién (Hayward et al., 2015). Para
el caso de la gangliosidosis GM1 se ha demostrado en modelos neonatales murinos
que la administracion de vectores virales genéticamente modificados ha sido
relativamente efectiva, ya sea utilizando Adenovirus (AV) por via intravenosa (Takaura
et al., 2003) o virus asociados a Adenovirus (VAA) por via intracerebroventricular
(Broekman et al., 2007)La inoculacién viral de un cDNA codificante de la enzima B-
galactosidasa permitio aumentar la actividad enzimatica en los diferentes tejidos

corporales retrasando la aparicion de los sintomas hasta por 60 dias (Takaura et al.,
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2003), e incluso realizar una correccion completa de la deficiencia enzimatica
(Broekman et al., 2007).

Si bien los ensayos realizados en modelos murinos han demostrado ser
prometedores, la complejidad del cerebro del ratén, comparado al de otras especies
es muy diferente. McCurdy et al., (2014) aplicaron VAA genéticamente modificados
en gatos con GM1. Los animales tratados recibieron una inyeccion intracraneana en
el talamo y en el nucleo cerebelar profundo, conteniendo dos serotipos distintos de
vectores VAA (VAA1 y VAArh8) con cDNA para la enzima 3-galactosidasa felina. Los
resultados fueron considerablemente buenos, observandose que independientemente
del sitio de inyeccion, el vector lograba distribuirse adecuadamente, encontrandose
en todo el cerebro y la médula espinal. Ademas, en ciertas regiones del cerebro, la
actividad enzimatica superaba ampliamente la observada en gatos normales,
reduciéndose la acumulacion de gangliésidos en todo el SNC de los animales
afectados. Los efectos a largo plazo fueron considerables, observandose individuos
con una sobrevida 4.7 veces superior a los animales enfermos no tratados. Si bien
algunos individuos no respondieron de manera tan efectiva, esos animales lograron

una sobrevida que duplicé la de los gatos enfermos sin tratamiento.

Una limitante importante a considerar en el trabajo de McCurdy et al., (2014)
es gque no se utilizaron dobles ciegos. Esto podria haber influido al interpretar algunos
resultados, ya que cargan con una cuota de subjetividad. Ademas, se observé que la
mitad de los animales a los cuales se les administro la terapia génica desarrollaron
convulsiones tardias (20,1 + 7,4 meses). Estas convulsiones podrian deberse a un
curso mas tardio de la propia GM1 o a efectos no colaterales de la propia terapia, lo
cual no puede aclararse debido a que no se incluy6 en el estudio un grupo de animales

sanos a los cuales se les inyectaran los vectores.

En un trabajo similar al descrito anteriormente, (Gross et al., 2022) utilizaron un
VAA9 por via endovenosa en gatos con GM1, buscando lograr una mayor
biodistribucién sistémica del vector, y una via menos invasiva. Este tipo de vector
cruza la barrera hematoencefalica, las neuronas transductoras y las células gliales del
sistema nervioso central. Los animales GM1 no tratados sobrevivieron 8,0 + 0,6

meses, mientras que la sobrevida de los tratados alcanz6 un promedio de 3,5 afios,
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con mejoras sustanciales en la calidad de vida y la funcidn neurologica. La actividad
enzimatica se vio mejorada en los animales tratados, tanto en el SNC como en tejidos
periféricos (corazén, nervios periféricos y musculo esquelético), y la acumulacion de

gangliosidos se vio disminuida.

En un estudio mas reciente se evalud la utilizacion del vector AAVrh.10-fBgal
(conteniendo cDNA de Bgal felina) en gatos afectados por GM1, utilizando tres vias
de administracion: intracerebroventricular (icv), intracisterna magna (icm) e intratecal
lumbar (itl). Las vias icv e icm lograron una actividad Bgalactosidasa elevada en
diferentes tejidos (cerebro, cerebelo, médula espinal, corazén e higado), sin embargo,
la via itl solo logré aumentar la actividad enzimatica en la médula espinal

(Hocquemiller et al., 2022).

Para la enfermedad de Sandhoff (GM2) en felinos existen algunos reportes de
tratamiento con terapia génica. Bradbury et al. (2013) utilizaron vectores VAArh8 que
contenian cDNA para las subunidades a y B de la enzima hexosaminidasa. Los
vectores fueron inoculados por inyeccion intracraneana bilateral a nivel del talamo.
Los gatos que fueron tratados aumentaron la actividad enzimética a mas de 75 veces
del valor normal, logrando una sobrevida 2.3 veces superior que los gatos que no
fueron tratados. El experimento de Bradbury et al. (2013), sentd las bases de la terapia
génica para la enfermedad, siendo replicado con diferentes variantes en los afios
siguientes. Otros autores utilizaron el mismo vector (VAArh8), pero como via de
administracion, ademas del tAlamo, emplearon los nucleos cerebelosos profundos. En
este trabajo se observd que la enzima se distribuyé de manera generalizada a nivel
del sistema nervioso central, pero la acumulacién de material almacenado se
mantuvo. Sin embargo, los gatos tratados al inicio de los signos clinicos mostraron un
notorio retraso en la progresion de la enfermedad, aumentado la supervivencia en

comparacion con los gatos enfermos sin tratar (McCurdy et al., 2021).

McCurdy et al. (2014) utilizaron el vector VAArh8 (con cDNA para las
subunidades Hex a y Hex B) mediante la aplicacién de cuatro inyecciones
intracraneales bilaterales en el tdlamo y los ndcleos cerebelosos. Se observo que la
actividad enzimatica de la enzima HEX se elevé por encima de los niveles normales a
lo largo de todo el sistema nervioso central y en el liquido cefalorraquideo. El

almacenamiento del gangliésido si bien mejord notoriamente, no se llegd a eliminar
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por completo. En este estudio se pudo ver que los gatos tratados mantuvieron la
funcién neurolégica y la marcha en comparacion con los animales enfermos que no

recibieron el tratamiento (McCurdy et al., 2014).

Gray-Edwards et al., (2015) aplicaron terapia génica intracraneal con el mismo vector
que (Bradbury et al., 2013), ensayando diferentes vias. Por un lado, se inoculo
bilateralmente a nivel del tdlamo y en los ndcleos cerebelares profundos, y por otro,
se inoculo bilateralmente en el tAlamo y unilateralmente a nivel intracerebroventricular.
Los autores observaron que, en ambas vias de aplicacion, 16 meses luego del
tratamiento, la acumulacion de glicosaminoglicanos disminuyo en la corteza cerebral
y en el higado, aunque no asi en 6rganos periféricos como corazon, pulmoén, musculo
esquelético, rifién, bazo y pancreas. En otro trabajo, la aplicacién del vector en talamo
e intracerebroventricular aumenté la actividad de la enzima hexosaminidasa en los
gatos tratados respecto a los normales, hasta 56.6 veces en el cebro, y 16.4 veces en
la médula espinal (Rockwell et al., 2015). Ademas, la acumulacién de gangliésidos se
vio disminuida en algunos de los gatos tratados hasta niveles similares al de los gatos

sanos.
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4. Conclusiones

e Las gangliosidosis GM1 y GM2 son enfermedades hereditarias
neurodegenerativas de curso clinico fatal en el gato. Su ocurrencia en animales
de diferentes razas e incluso en los gatos domésticos de pelo corto, hacen
pensar que estas mutaciones podrian haberse generado antes del proceso de

formacioén de las razas.

e La base genética de estas enfermedades, sus signos clinicos y su
fisiopatologia, son similares a la gangliosidosis en humanos, por lo que el gato
doméstico reviste de interés como modelo, lo que ha permitido ensayar

diferentes protocolos terapéuticos de alto costo, con relativo éxito.

e Dado que no se cuenta con técnicas diagndsticas antemortem para confirmar
la enfermedad, las pruebas de genotipado revisten de especial interés,

orientando hacia el diagndstico definitivo.

e AUn no se conocen terapias para la cura de la enfermedad tanto en humanos
como en los animales domésticos. Sin embargo, varios protocolos de terapia
génica para GM1 y GM2 han logrado mejorar la actividad de las enzimas
deficientes, la funcion neurolégica de los animales afectados, asi como su

calidad y esperanza de vida.

e El alto costo de las terapias experimentales hace que actualmente sean poco
aplicables en el gato doméstico, por lo que es necesario aumentar la
investigacion en estas areas mediante ensayos clinicos en modalidad
prospectiva doble ciego, que aporten resultados obtenidos con metodologia

rigurosa.
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