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INTRODUCCION

1. EL SISTEMA INMUNE

El sistema inmunolégico en un sentido amplio es un
mecanismo que permite a un organismo vivo discriminar entre lo propio
y no propio. La vida multicelular compleja seria imposible sin la capacidad

de excluir la vida externa del ambiente interno [1].

Se reconocen dos grandes tipos de respuesta inmunitaria, el
sistema inmune innato y el adaptativo, que difieren tanto en el
componente celular que los constituye como en el tipo de respuesta que

ejecutan (Figura 1).

1.1. INMUNIDAD INNATA

La inmunidad innata constituida por procesos mecanicos,
quimicos y respuestas mediadas por células se encarga de combatir una
amplia gama de agentes patodgenos y limitar la progresion tumoral.
Aunque no es especifica y no conlleva a respuestas duraderas, es

altamente eficaz [2].
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FIGURA 1: Principales componentes de la inmunidad innata y adaptativa
(Fuente: actividad de formacién continuada, “Puesta al dia sindromes
linfoproliferativos crénicos y linfomas”, formacionlinfomas.com).

1.1.1. Barreras fisico-quimicas

La primera linea de defensa del organismo la constituyen las
barreras fisico-quimicas. La piel, mucosas, epitelio ciliar respiratorio,
moco y pH gastrico, entre otras, forman parte de las barreras fisicas. La
piel humana, por ejemplo, funciona como una barrera fisica, quimica e
inmunitaria contra el medio ambiente externo, al tiempo que
proporciona un nicho protector para su microbiota residente, conocida
como microbioma cutaneo. La cooperacién entre la microbiota, las
células de la piel huésped y el sistema inmunitario, es responsable del

mantenimiento de la salud de la piel, y una alteracién de este delicado
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equilibrio, en el momento de la invasion por patdégenos o una ruptura de
la barrera cutanea, puede provocar un deterioro de la funcion cutanea
[3]. Forman parte de las barreras quimicas, las enzimas (fundamental la
lisozima presente en la mayoria de las secreciones), proteinas de fase

aguda, e interferones entre otros.

1.1.2. Células del sistema inmune innato

Las células de la inmunidad innata presentan la capacidad de
reconocer agentes y organismos extrafios o detectar el dafio de si
misma o de las células vecinas [4]. Actlan contra patdgenos que
penetran a través de estas barreras mucocutaneas y forman parte de
estas células los monocitos y macréfagos, granulocitos, células

dendriticas (DC) y células natural killer (NK).

1.1.2.1. Granulocitos

Constituido por los neutrdfilos, eosindfilos y basdfilos, los
neutrofilos, las células mas abundantes, constituyen parte de la primera
linea de defensa contra una amplia gama de patdgenos, incluidos las
bacterias, los hongos y los protozoos. Los neutréfilos contienen un
repertorio de funciones efectoras antimicrobianas que incluyen
fagocitosis, degranulacién y formacidn de trampas extracelulares de
neutréfilos (NET). Son fagocitos potentes y robustos, que tras la

opsonizacion del microbio, la membrana del neutréfilo comienza a
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ingerir al patdbgeno, mediado por una via compleja de proteinas de
membrana y cascadas de sefializacion. La fagocitosis es rapida y se
produce en cuestion de minutos y se potencia aln mas en presencia del
sistema del complemento o anticuerpos IgG. Durante este proceso, los
granulos primarios y secundarios se fusionan con el fagosoma y liberan
contenido antimicrobiano desempefiando un papel importante en la
eliminacién de patoégenos. Aunque los neutréfilos son fagocitos
efectivos, el flujo vascular, podria limitar este comportamiento, y para
impedirlo, al detectar bacterias en la sangre, los neutréfilos pueden
liberar su ADN en una configuracién similar a una red para crear
trampas conocidas como NET y, por lo tanto, aumentar la capacidad de
captura del organismo en el que se liberan los NET. La captura y

eliminacién de patdgenos parece ser la funcién principal de los NET [5].

1.1.2.2. Monocitos y macréfagos

Los monocitos son leucocitos que pueden diferenciarse en
macréfagos y DC de linaje mieloide. Después de salir de la médula 6sea
(MO), los monocitos circulan en el torrente sanguineo durante
aproximadamente 1 a 3 dias, pasando luego a los tejidos de todo el
cuerpo, donde se diferencian en macréfagos y DC. La emigracion de
monocitos se produce constitutivamente en los tejidos no inflamados y
aumenta sustancialmente durante la inflamacién, cuando los propios
monocitos adquieren un niumero de propiedades proinflamatorias. En
estas circunstancias, los macréfagos que resultan de la maduracion de

los monocitos también presentan propiedades proinflamatorias y
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funciones antiinflamatorias posteriores [6,7]. Este grupo de células
cumple tres funciones principales en el sistema inmunitario: fagocitosis,
presentacion de antigenos y produccién de citoquinas. Tanto la
fagocitosis como la autofagia representan mecanismos de las células
eucariotas para la ingestion y eliminacién de materiales no deseados y
potencialmente dafinos. Sin embargo, a diferencia de la fagocitosis, la
autofagia ademas de aislar patdbgenos microbianos, también puede
eliminarlos envolviéndolos en vesiculas de doble membrana llamadas
autofagosomas, para luego ser entregados al lisosoma para su

degradacion a través de procesos catabolicos [7,8].

1.1.2.3. Células dendriticas

Las células dendriticas (DC), una clase de células derivadas de
la MO que se encuentran en la sangre, los tejidos y los érganos linfoides,

juegan un papel fundamental en la regulacién de la respuesta inmune.

Las DC se originan a partir de progenitores hematopoyéticos
medulares CD34+ Estos precursores CD34+ se diferencian en células
progenitoras comunes mieloides (CMP) y células progenitoras comunes

linfoides (CLP).

Un obstaculo para la deteccion y estudio de las DC hasta el
descubrimiento de los antigenos especificos ha sido la ausencia de un
marcador en la superficie celular especifico de esta estirpe celular. Se
caracterizan por la elevada expresidn de antigenos del complejo mayor

de histocompatibilidad (MHC) clase Il y la ausencia de marcadores de
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linaje como CD14 (monocitos), CD3 (Linfocitos T), CD19, CD20 y CD24
(Linfocitos B), CD56 (NK) y CD56b (granulocitos). Presentan moléculas
de adhesion comunes con monocitos y macréfagos (CD11a, CD11c,
CD50, CD54, CD58, CD102) y moléculas coestimuladoras (CD40, CD80,
CD86). Su fenotipo varia a lo largo de los diferentes estados de
maduracién y activacion. Los precursores circulantes en la sangre
pueden expresar CD2, CD4, CD13, CD16, CD32 y CD33, que van
perdiendo gradualmente con la maduraciéon. En sangre periférica
circulan dos tipos de DC fenotipica y funcionalmente diferentes. Se
distinguen por su expresion de CD11cy CD123. Las DC CD11c+CD123"
tienen una morfologia monocitoide, por lo que se denominan DC
monocitoides o mieloides (mDC), mientras que las DC CD11c-CD123M
presentan caracteristicas morfoldgicas similares a las células
plasmaticas, por lo que se han denominado DC plasmacitoides (pDC).
Las mDC se clasifican segun su localizacion: residentes en tejidos
periféricos, residentes en dérganos linfoides secundarios y mDC
circulantes. Estas Ultimas en humanos sanos suponen un total de 14,2
+ 3,9 células/L [9]. Las pDC, importantes en las respuestas inmunes
antivirales, circulan por el torrente sanguineo y entran en los érganos
linfoides a través de las vénulas de endotelio alto. En sujetos sanos

suponen 8,9 + 1,7 células/ L.

Las DC inician la respuesta inmune tanto innata como
adaptativa, sin participar directamente en actividades efectoras de
destruccién de patdgenos. En un sentido amplio, la funcion de las DC
es tender un puente entre los sistemas inmunoldgicos innato y

adaptativo. Las DC participan en la inmunidad innata porque detectan
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patdégenos mediante receptores de reconocimiento de patrones. Son
las principales células presentadoras antigénicas, por su capacidad de
capturar, procesar y presentar antigenos (derivados de patdgenos,
células apoptoticas o tumorales) de forma 6ptima a Linfocitos T (LT), y
generar respuestas inmunes especificas [10,11]. Las DC estimulan a los
LT de una manera mucho mas potente que los macréfagos o los
Linfocitos B (LB), tras su activacién, los LT virgenes sufren una expansion
clonal y una diferenciacién a células efectoras secretoras de citoquinas
y células memoria. Ademas de su papel central en la activacién de los

LT, las DC interactian directamente con NK, células NKT (NKT) y LB. [9].

El reconocimiento de la mayoria de los microorganismos esta
mediado por varias familias de receptores que colectivamente “vigilan”
espacios intra y extracelulares, siendo sensibles a la deteccion del
minimo signo de infeccidén. Estos receptores de reconocimiento de
patrones (PRR), codificados por genes de linea germinal, reconocen
ligandos (“Patrones Moleculares Asociados a patégenos (PMAP)") y
activan células de la rama innata del sistema inmune, incluyendo DC.
Son PRR los TLR (receptores Toll-like), RLR (receptores RIG-I-like) y NLR
(receptores Nod-like), constituyendo la familia de los TLR uno de los
grupos mas importantes dentro de los PRR (Figura 2). Los ligandos
microbianos que pueden activar DC, macréfagos y otras células
presentadoras de antigenos permitiendo una presentacion efectiva a
células del sistema inmune adaptativo. Se han descrito 11 tipos
diferentes de TLR, que reconocen una amplia variedad de componentes

microbianos, ampliamente distribuidos la mayoria en diferentes tipos
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celulares del sistema inmune, incluyendo DC, macréfagos, NK,

mastocitos, neutrofilos y LTy B [11].

La presentacion de antigenos por parte de las DC en estado
atenuado podria provocar que los LT no respondan y podria promover
la tolerancia. De ahi el papel de las DC en las infecciones microbianas,
patologias autoinmunes, reacciones alérgicas, rechazo de trasplantes, y
respuestas inmunes antitumorales, y las vias de diferenciacién de las
DC. La evidencia de estudios cientificos y modelos experimentales,
posiciona a las DC en la patogénesis de la mayoria de las enfermedades

autoinmunes [11,12].

TLR
Receptores Toll-like

RLR

Receptores RIG-I-like

NLR

Receptores Nod-like /
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222222
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Figura 2: Activacion de células de la inmunidad innata. Los receptores de
reconocimiento de patronees (PRR) reconocen los patrones moleculares
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asociados a patdgenos (PMAP) y generan sefales de alerta en el hospedador
respecto de la presencia de un microorganismo infeccioso. (Fuente: figura
adaptada de
https://inmunologiabasica2016.blogspot.com/2016/10/inmunidad-innata-
frente-microorganismos.html

1.1.2.4. Células natural Killer

Las células natural killer (NK) son linfocitos grandes granulares
que derivan de la MO capaces de eliminar microorganismos (protozoos
y bacterias) y células infectadas por virus, asi como lisar células
tumorales de forma rapida y espontanea [13]. Las NK se distinguen de
otros linfocitos al no expresar ni el receptor de la célula B (BCR) ni de
las células T (TCR), y que no sufren procesos de reordenamiento
genético para la expresion de sus receptores antigénicos. El fenotipo
caracteristico de una célula NK es CD16+, CD56+ y CD3-. Estas células
se encuentran mayoritariamente en sangre periférica, donde
constituyen alrededor del 10% de la poblacién linfoide, pero también
existen NK residentes en tejidos. En el torrente sanguineo existen dos
subpoblaciones de células NK, una con alta expresion de CD16 y baja
expresion de CD56, y otra al contrario. La primera presenta una
capacidad citotoxica mayor y la sequnda, una mayor capacidad para la

secrecion de citocinas y quimiocinas [14,15].

La respuesta inmune mediada por las células NK esta regulada
de una forma muy precisa por el resultado final entre sefales
activadoras e inhibidoras, enviadas al interior celular por receptores de

superficie especificos.
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Hay dos eventos que inducen la activacién de las células NK: el
reconocimiento de la célula diana adecuada y la estimulacion debida a
ciertas citocinas. Las células NK vigilan los tejidos, eliminando aquellas
células que no expresan moléculas propias del MHC de clase | o que
presentan una expresién aberrante o disminuida de las mismas. En
segundo lugar, las DC y macrofagos infectados o activados producen
citocinas como IFN-o/f, interleucina-12 (IL-12), interleucina-15 (IL-15)
e interleucina-18 (IL-18) que estimulan a las células NK a producir sus
propias citocinas mediante un mecanismo de citotoxicidad efectiva
basado en la secrecién de granulos de su citoplasma. Ambos procesos
culminan en sus dos funciones efectoras mas significativas, la lisis y la

produccion de citocinas [15].

1.2. INMUNIDAD ADAPTATIVA

El sistema inmune adaptativo es una parte crucial del sistema
inmunoldgico que proporciona respuestas especificas y adaptativas
contra patdgenos concretos. Existen dos tipos de respuestas
inmunitarias adaptativas, llamadas inmunidad humoral e inmunidad
celular, en las que intervienen componentes diferentes del sistema
inmunitario y que sirven para eliminar microorganismos de distintos
tipos. Las células que llevan a cabo esta respuesta junto con sus
productos, son los LB y LT, que son responsables de la respuesta
humoral y celular de la inmunidad adaptativa respectivamente, células

capaces de reconocer y recordar patégenos especificos
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Los linfocitos se generan en la MO vy, en el caso de los LT, su
maduracién transcurre en el timo. Posteriormente, pasan a la circulacion
sanguinea y permanecen en alerta en los nédulos linfaticos ante la

invasion de microorganismos extrafios o células alteradas.
El proceso de la respuesta adaptativa consta de 5 fases [16]:

e Reconocimiento del antigeno extrafio

e |dentificacion, activacion y expansion de células con
moléculas que reconocen especificamente a ese
antigeno, dando lugar a clones antigeno especificos.

e Diferenciacién de las células en reposo a células con
fenotipo efector.

e Desarrollo de la respuesta propiamente dicha: las
células o sus productos inactivan y eliminan a los
patégenos.

e Inactivacién de las células efectoras una vez resuelta la

situacion.

1.2.1. Inmunidad humoral

La inmunidad humoral cuenta con unas moléculas presentes en
la sangre y en las secreciones mucosas, que reciben el nombre
de anticuerpos (Ac), producidas por los LB. Los Ac reconocen los
antigenos  microbianos, neutralizando 'y marcando a los
microorganismos para su eliminacién por los fagocitos y el sistema del

complemento. La inmunidad humoral es el principal mecanismo de
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defensa contra los microorganismos extracelulares y sus toxinas debido
a que los Ac secretados pueden unirse a ellos y contribuir a su

destruccion [17].

1.2.1.1. Linfocitos B

Los LB son responsables de la inmunidad humoral. Su funcién
principal es la defensa del huésped contra gérmenes por medio de la
secrecion de Ac que reconocen las moléculas antigénicas de los
patoégenos y dirigiendo contra ellos una serie de mecanismos efectores
destinados a destruirlos. Transducen sefiales al interior de la célula B
iniciandose asi un programa de diferenciacion y activacién celular de la
célula B. La célula B activada que reconoce antigenos con su BCR se
diferencia en un clon de células plasmaticas secretoras de Ac especificos

gue reconocen a los patdgenos y los neutralizan.

También tienen otras funciones como la presentacién de antigenos
a los LT. Las interacciones antigeno especificas entre células T y B
requieren que la célula B internalice el antigeno unido a su BCR, lo
procese, lo asocie a moléculas de histocompatibilidad de clase Il y lo

presente a los linfocitos T helper CD4.

También actian como céulas inmunorreguladoras, existiendo una
subpoblacion de células B, las células B reguladoras, que contribuyen al
mantenimiento de la tolerancia y que limitan las respuestas
inflamatorias por medio de la secrecién de interleucina 10 (IL-10) que

inhibe las citoquinas proinflamatorias y favorece la diferenciacion de las
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células T CD4 en células T reguladoras (Treg) que también contribuyen

al mantenimiento de la tolerancia y la inhibicion de la inflamacién.

Y como ultima funcién, la diferenciacién hacia células B memoria.
Estas células B memoria producen Ac de alta afinidad e isotipos
cambiados que nos protegen permanentemente al recordar los
antigenos que las estimularon y el tipo de respuesta (de IgG, IgA o IgE)
y los patrones de produccién de citoquinas que fueron eficientes en la

resolucién de la infeccidn inicial.

La opsonizacién de particulas antigénicas se realiza por los isotipos
IgG1 e IgG3. Esta funcidon hace que las particulas antigénicas sean
reconocidas por las células fagociticas, facilitando asi su fagocitosis. Las
células fagociticas presentan receptores para la fraccién constante (Fc)
de la IgG que intervienen en la fagocitosis de los complejos antigeno

anticuerpo (inmunocomplejos) [18,19].

1.2.2. Inmunidad celular

Es mediada por LT y constituye el principal mecanismo de
defensa contra microorganismos intracelulares (virus y algunas
bacterias) promoviendo la destruccién de estos en fagocitos o
eliminando células infectadas. Los LT se dividen en dos subtipos
principales: linfocitos T CD4+ (LTCD4) cuya funcién principal es la
secrecion de citoquinas y los linfocitos T CD8+ (LTCD8) que eliminan

células infectadas y tumorales [20].
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El proceso de reconocimiento de antigenos, activacion e inicio
de la actividad efectora de los LT requiere su intercambio de
informacion con la célula que ha identificado y atrapado al patdgeno.
Este campo de contacto entre células y diferentes moléculas constituye

lo que se denomina sinapsis inmunitaria [16].

1.2.2.1. Linfocitos T

El desarrollo de los LT comienza con los progenitores timicos
derivados de la MO en el timo, donde las células T pasan por una serie
de etapas de desarrollo que incluyen expresion de antigenos doble
negativo (CD4-CD8-), doble positivo (CD4+CD8+) y positivo simple
(CD4-CD8+ o CD4+CD8-). Después de la seleccién positiva, las células
doble positivas portadoras de RCT MHC clase | o MHC clase Il se
diferencian en células T CD8+ o CD4+, dependiendo de la sefializacién

de TCR o la estimulacion de citocinas [21].

El proceso de activacidn del LT genera, a partir de un pequefio
grupo de linfocitos virgenes o naive especificos frente a un antigeno,
un gran nimero de linfocitos efectores con la misma especificidad que
actdan para eliminar a ese antigeno y una poblacién de linfocitos
memoria de vida larga que pueden reaccionar rapidamente contra el
antigeno en el caso de que se reintroduzca que pueden persistir
durante afos, e incluso toda la vida. Lo que define a los linfocitos
memoria es su capacidad de sobrevivir en un estado quiescente
después de que se ha eliminado el antigeno y de montar respuestas

maés rapidas y potenciadas a los mismos antigenos de los linfocitos
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naive. En los seres humanos, la mayoria de los LT naive expresan la
isoforma de 200 kDa de la molécula de superficie CD45 llamada
CDA45RA, y la mayoria de los linfocitos T memoria expresan una isoforma

de 180 kDa llamada CD45RO.

Los linfocitos T se clasifican en 3 subgrupos segun su capacidad

funcional y fenotipica [16]:

e los linfocitos T citotdxicos (Tc), con capacidad efectora que
expresan CD8,

e los linfocitos T helper (colaboradores) (Th), encargados de
coordinar la accion efectora de los diferentes tipos celulares,

e yloslinfocitos T reguladores (supresores) (Treg) encargados de
desmontar la respuesta inmune una vez vencida la infeccion. Th

y Treg expresan CDA4.

1.2.2.1.1.  Linfocitos T citotdxicos

Los Tc cumplen un papel central en la defensa inmunitaria, en
particular contra células infectadas por virus, bacterias y protozoos;
ademas, se han relacionado con la eliminacion de algunas células

tumorales y células con MHC clase | incompatible en trasplantes.

La respuesta especifica de los Tc contra un patdgeno se inicia a
través del reconocimiento de antigenos presentados de modo
adecuado por moléculas del MHC | y sefales derivadas de
coestimulacién, sobre todo a través de CD40 expresado en las células

presentadoras de antigenos [21,22]. Pese a ello, esta respuesta no es del
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todo independiente de otros tipos celulares, es preciso un mecanismo
que permita activar a las células T CD8+ para inducir su expansion
clonal, el desarrollo de su funcién efectora y la generacién de memoria.
Para ello se ha sefialado que existe un proceso regulado de cooperacion

entre las células T CD8+, CD4+ y DC.

El modelo planteado hasta el momento sobre la participacién
de DC en la activacién de LTCD8 sefiala que las DC capturan el antigeno
por varias vias y pueden fagocitarlo directamente si se encuentra libre
en el medio extracelular o bien adquirirlo de células apoptoticas o
necroticas. Con posterioridad lo procesan y presentan a través del MHC
Il a las células T CD4+, las cuales sobrerregulan la expresiéon de CD40L
y, mediante la interacciéon con CD40, activan o inducen a las DC para
estimular la respuesta de LTCD8 virgenes que reconocen el antigeno

MHC | en las DC.

Su funcién efectora se realiza a través de dos mecanismos
basicos: citotoxicidad y liberacion de citocinas. Para lograr su funcién
citotoxica, los LTCD8 emplean dos mecanismos complementarios, uno
mediado por la exocitosis de granulos liticos que contienen moléculas
como perforina y otro mediado por moléculas de los granulos liticos de
la familia de las catepsinas. El otro mecanismo de participacién de los
LTCD8 es la liberacion de citocinas, como interferon Y (IFN-Y),
interleucina 2 (IL-2), interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5) e

interleucina 10 (IL-10) [22,23].
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1.2.2.1.2. Linfocitos T helper o

colaboradores

Los linfocitos T helper (Th) son los linfocitos T CD4+ encargados
de coordinar la accion efectora de los diferentes tipos celulares. Existe
una diferenciacion en 3 subtipos celulares a partir de los linfocitos
quiescentes, que se determina en la sinapsis inmunitaria, en funcion de
las citocinas que estan presentes y que funcionan como terceras sefiales

durante el proceso de activacion.

e Linfocitos Th1 (Th1) a los linfocitos secretores de IFN-Y e IL-2.
e Linfocitos Th2 (Th2) a los linfocitos que liberan IL-4 e

interleucina 13 (IL-13).

Las Th1 son altamente efectivas en la eliminacion de patdgenos
intracelulares y las Th2 son de gran importancia en la eliminacion de

microorganismos extracelulares y parasitos.

e Linfocitos Th17 (Th17), secretores de interleucina 17 (IL-17).
Desempefian un papel fundamental en la respuesta contra
bacterias de crecimiento extracelular y hongos. Asimismo, se
ha descrito para ellas un efecto proinflamatorio que les
permite hacer de puente entre la inmunidad innata y la

inmunidad adaptativa

Los Th se inactivan mutuamente, de modo que los Th1 (a través

del IFN-Y) inhiben selectivamente la actividad de los Th2 y los Th17. A
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su vez, los Th2 inhiben la proliferacién de los Th1 y los Th17 mediante

laIL-10y la IL-4, y los Th17 inhiben a Th1y a Th2 [16].
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Figura 3: Inducciéon y modulacién de la respuesta inmune adaptativa. Las células
dendriticas presentan una caracteristica comun basada en recoger la informacion
del tipo de patégeno que infecta el tejido mediante las sefales del tipo de
inflamacién (citocinas y otras moléculas inflamatorias) producidas en el tejido
infectado; seguidamente presentan antigenos a los LT virgenes, para activar una
respuesta inmune adaptada a las caracteristicas del patdgeno (extracelular,
intracelular citosdlico o intracelular intravacuolar) mediante la induccion de la
diferenciacion del LT CD4+ a Th1, o a Th17, o a Thf, o a Th2. (Fuente:
https://www.ehu.eus/immunologia/iwiki/img/es/Th.png)
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1.2.2.1.3. Linfocitos T requladores o

supresores

Los linfocitos T reguladores (Treg) son las células con capacidad
de suprimir las respuestas inmunes frente a antigenos especificos. Se
considera que el fenotipo CD4+ CD25+ CD127 es el mejor marcador de
las Treg en humanos. Se caracterizan por una alta expresion de la
cadena alfa del receptor de IL-2, citocina inhibidora de IL-10, TGF-B e

IL-35, y factor de transcripcion Foxp3.

Se identifican dos subtipos principales de células Treg en
funcién de su origen en el desarrollo: las células Treg timicas, también
conocidas como células Treg naturales (nTreg) que derivan del timo, y
las células Treg inducidas (iTreg) que se diferencian de las células T
CD4+ convencionales en la periferia, después de la estimulacion con
antigenosy en presencia de TGF-f3 e IL-2 [21]. Las que mejor se conocen
son las iTreg Tr1y las Th3. Las Tr1 se diferencian tras la presentacion del
antigeno por DC inmaduras en presencia de citocinas como la IL-10. Se
localizan en tejidos inflamados y realizan su funcién supresora de una
forma no dependiente del antigeno, a través de citocinas supresoras
como IL-10 y TGF-a. Las Th3 son productoras de TGF-f con un

funcionamiento muy similar al de las Tr1[16] (Figura 4).
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Figura 4: Supresion de la respuesta inmune. Las células presentadoras de
antigenos digieren antigenos y los presentan a las células T naive en el contexto
de moléculas coestimuladoras. Un entorno apropiado de citoquinas conduce a
la diferenciacion de estos linfocitos T a un fenotipo de células Th1 o Th17. Estos
LT son suprimidos a través de células reguladoras periféricas, como las células
FoxP3+ Treg y las células Tr1 a través de la accion de moléculas coinhibidoras y
citoquinas como IL-10 y TGF-B (Fuente: J Clin Invest. 2012;122(4):1180-1188.
https://doi.org/10.1172/JCI58649).

1.2.2.2. Linfocitos T Y&

Representan s6lo un pequefo porcentaje del total de LT en
sangre periférica. Se caracterizan por la expresion de un RCT
heterodimérico, formado por las cadenas Y y & que las distingue de las
células T clasicas (af), LTCD4+, LTCD8+, que expresan un RCT formado
por las cadenas a y B. La mayoria de los linfocitos T Y& (LTYS8) periféricos
son dobles negativos para CD4 y CD8. Las caracteristicas fenotipicas y
funcion, de los linfocitos T Y& son mucho menos conocidas que las de

los linfocitos T of.

Se localizan principalmente en epitelios, conocidos como

linfocitos intraepiteliales Y&. La ubicacidn de los LTYS en las superficies
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epiteliales, sugiere que estos forman parte de la primera linea de
defensa del organismo, donde estas células no responderian a una
diversidad de antigenos microbianos, sino a antigenos de estrés
comunes, que serian marcadores de infeccion celular o transformacion.
Se ha demostrado que los LTYS reconocen MHC de clase | y de clase I
y moléculas relacionadas con MHC de clase | denominadas MIC, todas
ellas con capacidad de presentacion antigénica, permitiendo a los LTYS
una respuesta rapida y amplia (por su variedad en los modos de
reconocimiento), lo que se corresponde con su importante papel en la
inmunidad innata o inespecifica. Ademdas del reconocimiento
antigénico y la actividad citotoxica, las capacidades funcionales de los
LTYS en el sistema inmune innato incluyen la sintesis de quimiocinas
que atraen células inflamatorias a los lugares de dafo tisular y la
secrecion de citocinas, como el IFN- Y, que activan macréfagos y otras

células relacionadas con la respuesta inmune innata. [24].

1.2.2.3. Linfocitos NKT

Las células NKT (NKT) son un subconjunto especializado de LT
reactivos a los lipidos que desempefian funciones directas e indirectas
en la inmunovigilancia y la inmunidad antitumoral. Las NKT son LT que
expresan, ademas del CD3 con receptor de linfocito T af, receptores
propios de células NK como CD161. Su capacidad de inducir tolerancia
no se conoce bien, aunque parece estar mediada por interacciones con
otras células reguladoras y la secrecién de citocinas moduladoras de la

respuesta, como IL-4, IL-10 y TGF-a [16,25].
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2. LA ENFERMEDAD DE GAUCHER

La enfermedad de Gaucher (EG) es una enfermedad de
depdsito lisosomal que ocurre por el déficit en la actividad de la enzima
B-glucosidasa acida, también conocida como glucocerebrosidasa (GBA),
que conlleva el depdsito de su sustrato la glucosilceramida (GC) en los
lisosomas de los macrofagos [26]. La GBA escinde el glucolipido GC
(también denominado glucocerebrésido) en glucosa y ceramida dentro
de los lisosomas (Figura 5) [27]. El compromiso en el catabolismo de la
GC y la congestion de los macréfagos por este sustrato conduce a las

manifestaciones viscerales de la EG.

GCase,
—

GlucosylCeramide Glucose Ceramide

Figura 5. Estructura de la glucosilceramida (GC) y su degradacion en

glucosa y ceramida por la glucocerebrosidasa (GBA) [27].

La GBA esta codificada por el gen de la glucocerebrosidasa
(GBAT), localizado en el cromosoma 1921 [28,29]. La EG es una
enfermedad de herencia autosémica recesiva monogénica, producida
por mutaciones en el GBA1. Se han descrito hasta el momento, mas de
300 mutaciones asociadas al gen, y la identificacion de estas mutaciones

ofrece la oportunidad de desarrollar genotipos y correlaciones
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fenotipicas, fundamentalmente en la caracterizacién de afectacion
neuropatica. El alelo N370S en individuos afectos, incluso en combinacién
con un alelo mutante GBA1 diferente, es predictivo de enfermedad no
neuropatica conocida como EG tipo 1 (EG1). La segunda circunstancia es
la correlacidn con la EG neuropatica, los tipos 2y 3 (EG 2 y 3), en la que,
alelos que contienen la sustitucion L444P son fuertemente, aunque no
exclusivamente, asociados con el desarrollo de enfermedad neuropatica

[30]. Tabla 1.

Tabla 1: Tipos de EG segtin la afectacion neurolégica. EG tipo 2, afectacion muy
grave del sistema nervioso central (SNC). EG tipo 3, afectacion grave del SNC.

Afectacion
Tipo Mutaciones Inicio Supervivencia
neuroldgica
Tipo 1
Infancia/ .
(92% de N370S No Variable
Edad adulta
€asos)
Tipo 2
L444pP Sl Infancia < 2 afios
(1% de casos)
Tipo 3 L444pP Infancia/ 22 a 42
S
(7% de casos) homocigoto adolescencia décadas

La incidencia de la EG se asocia con el origen étnico y se sabe que
es mas alta en la poblacidn de ascendencia judia Ashkenazi (estimada en
1 de cada 450 nacimientos de EG1). La alta frecuencia de la EG1 en los
judios Ashkenazi ha llevado a la caracterizacion de fenotipos de la
enfermedad principalmente sobre la base de esa poblacién. Sin embargo,

la EG afecta a todos los grupos étnicos y es muy probable que en muchos
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paises se subestimen los grupos y la prevalencia. Los datos de incidencia
estimada global de la EG en general, definen la EG en minoritaria y oscilan
entre 0,45y 25,0 por 100 000 nacidos vivos, con una prevalencia estimada
por 100.000 habitantes entre 0,02 y 139,0, situdndose en una prevalencia
de 0,67 para Espafay Portugal (Figura 6) (datos derivados principalmente

de estudios de cohortes en Europa y América del Norte) [31].

Spain
GD (unspecified) (2020%): 1.1

Italy (Jun 2012-Apr 2013)
GD (unspecified): 0.40%

Figura 6. Prevalencia estimada de EG en paises europeos [31].

Para el diagnostico de la EG es preciso demostrar la disminucién de
la actividad de la GBA mediante anlisis de leucocitos de sangre periférica
o fibroblastos cultivados, y los alelos mutados del GBAT mediante analisis
molecular. Dos mutaciones son las responsables de hasta un 80-90 % de

las mutaciones observadas en pacientes judios ashkenazi con la EG:

46



INTRODUCCION

N370S y 84GG. Las mutaciones L444P y N370S representan mas de la
mitad de las mutaciones en pacientes blancos no judios.

Las manifestaciones clinicas de la EG son consecuencia del deposito
de GC en los macrofagos en los diferentes territorios, y se caracteriza por
hepatoesplenomegalia, citopenias, afectacion ésea mas o menos gravey,
en los tipos 2 y 3, deterioro neuroloégico La variabilidad en las
presentaciones clinicas de la EG puede explicarse por la continuidad de
fenotipos [32].

La esplenomegalia suele estar presente en el 90% de los pacientes
en el momento del diagnostico, estando aumentado el bazo hasta 15
veces el tamafio normal, alcanzando en ocasiones formas masivas segin
los datos del International Collaborative Gaucher Group (ICGG) [33]. La
acumulacion progresiva de macrofagos en tejido esplénico y el estado de
inflamacion cronica son la causa de la esplenomegalia [33]. Dolor
abdominal, saciedad tempranay distensién abdominal seran los sintomas
referidos por los pacientes.

Se ha descrito afectacién hepatica en la mayoria de los pacientes
con EG (60-80%) [33], e incluye hepatomegalia, con o sin alteracién de
las enzimas hepaticas, fibrosis/cirrosis, hipertensiéon portal, lesiones
hepéticas focales y colelitiasis. Ademas, la EG se asocia con varias
alteraciones  bioquimicas  incluyendo  hipergammaglobulinemia,
hiperferritinemia y anomalias metabdlicas, que pueden conducir a
diagndsticos errdneos con enfermedades hepaticas cronicas de etiologia
comun [34,35].

La afectacién dsea es uno de los aspectos mas prevalentes de la EG
y una de las principales causas de dolor, discapacidad y reduccién de la

calidad de vida. Los mecanismos de la afectacién 6sea no se conocen
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totalmente, pero son el resultado de la infiltracion del espacio medular
0seo por las células de Gaucher (CG) [36] afectando el comportamiento
normal de la MO y a los componentes minerales del hueso. Los cambios
incluyen infiltracion de MO, anomalias en el modelado y remodelado de
los huesos, lo que resulta en cambios en el desarrollo y pérdida de
mineral &seo (osteopenia/osteoporosis), adelgazamiento cortical,
lesiones liticas y fracturas por fragilidad; y en tercer lugar, osteonecrosis
y fendmenos relacionados (infartos medulares, osteoesclerosis, infartos
corticales y articulares, destruccion y deformidades) [37].

Las citopenias en la EG1 no tratada son casi constantes y estan
producidas tanto por secuestro de los productos sanguineos en el bazo
agrandado como por la mieloptisis. El acimulo de CG en la MO provoca
desplazamiento del tejido hematopoyético, proceso denominado
mieloptisis, y citopenias periféricas. La anemia y la trombopenia son las
citopenias mas frecuentes.

La anemia es menos comun, pero cuando es grave, se asocia con
un fallo de la MO causada por la infiltracion y reemplazo de médula

hematopoyética.

Las dos opciones terapéuticas principales en la EG son la terapia de
reemplazo enzimatico (TRE) y la terapia de reduccion de sustrato (TRS).
La TRE, recupera la actividad de la enzima defectuosa GBA, mediante la
administracién de una enzima recombinante de forma exdgena, eficaz
para aliviar los sintomas viscerales y seos, caracteristicas del subtipo mas
frecuente de la enfermedad, mientras que no actia en las
manifestaciones del SNC en la EG tipo 2 y 3, ya que la proteina

recombinante es incapaz de atravesar significativamente la barrera
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hematoencefalica. [38,39]. En Espafia disponemos de la aprobacion de
dos TRE, la imiglucerasa (Cerezyme®) obtenida del cultivo celular
procedente de ovario de hamster chino [40], y la velaglucerasa (VPRIV®)
sintetizada a partir de fibroblastos humanos, ambas aprobadas en la EG
1y 3y EG 1 respectivamente [41]. La segunda estrategia, la TRS, actua
como diana terapéutica inhibiendo la glucosilceramida sintetasa (GCS), la
enzima responsable de la produccion de la molécula de almacenamiento

asociada GC [28,29] (Figura 7).

GLUCOSILCERAMIDA

SINTETASA (GCS)
GLUCOSILCERAMIDA
GLUCOSA + CERAMIDA | (GC)

GLUCOCEREBROSIDASA (GBA)

Figura 7. Dianas terapéuticas en la EG 1. TRE: terapia de reemplazo enzimaético,
TRS: terapia de reduccion de sustrato. (Figura adaptada de JA Shayman. Drugs

Future. 2010) [42].

Existen otros tratamientos con menos desarrollo clinico, que
incluye la terapia con chaperonas cuya funcion es recuperar la actividad
de la GBA mediante la correccion de las enzimas mal plegadas [43].

Recordemos que en la EG, la GBA, codificada por el GBA1, es degradada
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en el reticulo endoplasmico tras un mal plegamiento después de su

sintesis, lo que conduce a una disminucion de la actividad enzimatica.

(Figura 8).
N , {— RETICULO ENDOPLASMICO \
Degradacion por Mal plegado Bien plegado
el proteosoma

B

Figura 8. Degradacién de proteinas asociado al reticulo endoplasmico. En
las células eucariotas, tras la sintesis de proteinas, o en este caso la enzima GBA
en los ribosomas, estas se dirigen a la membrana del reticulo endoplasmatico
(RE) después de su sintesis en el citosol. Después de la inserciéon en la
membrana, las proteinas adquirirdn su estructura tridimensional nativa, un
elaborado proceso que a menudo falla. La célula ha desarrollado varios
mecanismos para asegurar que soOlo las proteinas correctamente plegadas
permanezcan presentes. En primer lugar, una variedad de chaperonas asiste en
el plegamiento de las proteinas. En segundo lugar, si las proteinas no pueden
ser plegadas adecuadamente, una maquinaria especializada las identificara
finalmente como mal plegadas para su posterior degradacion por el
proteosoma. (Fuente: Imagen creada tras adaptacién de: Laboratorio Veit
Goder, Sevilla. https://personal.us.es/vgoder/SpanishResearchVG.html).

La terapia génica y edicibn gendmica estdn en vias de
investigacion en la EG. El trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos ha relegado su uso al de la TRE y TRS dada la eficacia y

poca toxicidad de estos ultimos.
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3. ALTERACIONES HEMATOLOGICAS EN LA
ENFERMEDAD DE GAUCHER

Los parametros hematoldgicos anormales son comunes en la
EG y sus cambios sirven ademas para el seguimiento de la enfermedad
y la respuesta a la terapia. El trastorno hematoldégico puede ser
cuantitativo, manifestdndose como citopenias, o cualitativo, alterando
la funcion de los elementos sanguineos, con una tendencia a la
hemorragia, o alteraciones inmunoldgicas. Anemia, trombocitopenia y
en menor medida leucopenia son consecuencia de infiltracion de MO,
agravada por secuestro esplénico y se puede observar de forma
simultanea o independiente. La tendencia al sangrado no siempre esta
relacionada con el recuento de plaquetas, sino que a veces puede verse
influenciado por déficits en la funcion o los niveles de factores de la

coagulacién [44].

3.1. ANEMIA

La causa principal de la anemia es el secuestro de los hematies
en el bazo y la infiltracion de la MO por las CG. El hecho de que la
anemia pueda estar presente en pacientes esplenectomizados, atribuye

a la anemia otras causas con una etiologia multifactorial, (Figura 9).

51



INTRODUCCION

[ ETIOLOGIA
PRINCIPAL ] [ OTRAS
4 ) N
3. ALTERACION HEPCIDINA
1.  ESPLENOMEGALIA 4. ERITROPOVYESIS INEFICAZ
2. INFILTRACION DE MEDULA 5. HEMOLISIS
OSEA 6. EPISODIOS AUTOINMUNES
7. DEFICIT B12
\_ J

Figura 9. Etiologia multifactorial de la anemia en la EG.

La eritropoyesis ineficaz y la hemdlisis se han propuesto

también como causas que contribuyen a la aparicién de la anemia.

Estudios recientes sugieren que la acumulacién de GC en otros
tipos de células como las eritroides contribuirian en la fisiopatologia de
la anemia. Se ha detectado actividad de la GBA en estadios tempranos
de la maduracion normal de la linea eritroide y por tanto la acumulacion
de GC en eritroblastos ayudaria a la eritropoyesis ineficaz. La alteracién
en la composicion de la membrana del hematie impediria una normal
deformabilidad a su paso por la microcirculacién, produciéndose la

hemolisis de los hematies [44,45,46].

Una molécula de adhesion celular (MAC) se define como un

receptor de la superficie celular capaz de unirse a otras células o a algin
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sustrato de la matriz extracelular por medio de la interaccién con su
ligando. Una MAC altamente expresado en el glébulo rojo es CD47, que
ademas de participar en la migracién transcelular y en la adhesién
celular, inhibe la fagocitosis de los eritrocitos por los macrofagos del
sistema fagocitico mononuclear, a través de la unién a proteinas
regulatorias de las sefales (SIRPa) en el macréfago que a su vez induce
la sefalizacién inhibitoria [47,48]. Durante el envejecimiento del
hematie, se induce un cambio conformacional en CD47, que le
permite unirse a la trombospondina (TSP-1) creando un nuevo
sitio de unién para SIRPa, que es capaz de reconocer a CD47
como una sefial de fagocitosis en lugar de una sefial inhibitoria

de este mecanismo (Figura 10) [49].

o Changed CD47 hrombospondin-1
SIRPa siRPa, \J
Inhibits
_I_ phagocytosis Promotes
Oxidation/Ageing phagocytosts

o ®

Figura 10. Cambio conformacional de CD47 e induccién de la fagocitosis. La
oxidacion y el envejecimiento provocan un cambio conformacional en CD47
sobre el cual TSP-1 puede unirse. En condiciones normales, CD47 en el eritrocito
inhibe la fagocitosis por interaccién con SIRP en el fagocito. Después del cambio
conformacional en CD47, TSP-1 es capaz de unirse a CD47 y enviar una sefal
de fagocitosis a los macréfagos. (Fuente: imagen obtenida del articulo con
referencia bibliogréafica [49]).
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La expresion de la molécula CD47 actla como marcador de
reconocimiento propio protegiendo a los globulos rojos de la
fagocitosis, de modo que eritrocitos con expresion CD47 nula son
rapidamente aclarados de la circulacion por los macréfagos esplénicos,
mientras que eritrocitos con expresion normal de CD47 no son

destruidos por su interacciéon con SIRPa sobre los macréfagos.

Los pacientes con EG presentan fagocitosis anormal de los
glébulos rojos favoreciendo la anemia, aunque el grado de
eritrofagocitosis extraesplénica claramente no es suficiente para
explicar completamente la anemia, que se cree que se debe
principalmente al hiperesplenismo. El aumento de la eritrofagocitosis
extraesplénica en la EG puede deberse, al menos en parte, a anomalias
en los propios globulos rojos que constituye otro de los mdltiples
mecanismos que derivan en anemia. Para investigar esta hipdtesis, un
grupo de trabajo liderado por Bratosin D. et al [46] utiliz6 la citometria
de flujo FSC/SSC para estudiar los glébulos rojos de 7 pacientes con EG
en cuanto a su forma y la expresion de marcadores de senescencia y

fagocitosis definidos por la expresion de la MAC CD47. (Figura 11).
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Figura 11. Analisis por
citometria de flujo, FSC/SSC
(A), y analisis por

microscopia electrénica (B)
de eritrocitos normales (N)
y eritrocitos de pacientes
Gaucher no tratados (G1 a

G5). El andlisis por citometria

se evalud a partir del receptor
de superficie de expresién de
los glébulos rojos CDA47,
revelando cambios
morfolégicos notables de los
glébulos rojos de Gaucher en
todos los pacientes no
tratados [46].

Las células de dos de los siete pacientes fueron evaluadas antes
y 9 meses después del inicio de la terapia de reemplazo enzimatico,

obteniendo resultados que sugieren que tras inicio del tratamiento se
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revierten, en mayor o menor medida, estos cambios morfoldgicos de

los hematies. (Figura 12) [46].

Figura 12. Analisis por
citometria de flujo,
FSC/SSC (A), y anilisis
por microscopia

electrénica (B) de
eritrocitos de pacientes
antes (G6a-G7a) y
después (G6b-G7b) de 9
meses de tratamiento
con terapia enzimatica
sustitutiva [46].

3.2. TROMBOPENIA

La trombopenia en la EG suele ser leve-moderada. En el ICGG,
en el momento del diagndstico, un 15% de los pacientes presentaron
trombopenia grave (plaquetas <60,000/ul), un 45% trombopenia
moderada (plaquetas entre 60,000-120,000/ul) y un 40% trombopenia
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leve (plaquetas entre 120,000-150,000/ul) [33]. La alteracidén en las

plaguetas puede ser cuantitativo o cualitativo:

. Alteraciones cuantitativas a causa del secuestro
esplénico derivado de la esplenomegalia y la infiltracion de la MO
por las CG son las principales causas de la trombocitopenia, pero
otras causas de tipo inmune o defectos intrinsecos en la

hematopoyesis también contribuyen a ello [44].

. Se describen ademas, alteraciones cualitativas por
anomalias en la funcién plaquetar (afecta en la agregacién) como
a defectos en la membrana plaquetar (afecta la adhesién), lo que
explica la presencia de sangrados, en ocasiones,
desproporcionados a la cifra de plaquetas. Caracteristico de ello
son las hemorragias mucocutaneas (epistaxis, menorragias...) y
postquirirgicas [44,50,51]. Se observan alteraciones de la
agregacion plaquetar hasta en un 20-40% de los pacientes [49].
Diferentes hipotesis justifican este trastorno, entre ellas: - el
estado crénico de inflamacién en la EG, que produce una
activacion crénica de la plaqueta, lo que la lleva al llamado
“estado exhausto”, - la interferencia provocada por diversas
citoquinas y - los lisosomas plaquetarios que podrian causar
defectos intrinsecos. En cambio, defectos de la adhesion
plaquetar se han descrito con mayor frecuencia, en
aproximadamente un 65% de los pacientes con EG, cuyo
mecanismo fisiopatoldgico no esta claro. En algin estudio se ha
podido demostrar que las proteinas de adhesion plaquetar GP Ib

y GPlIb-llla estan intactas, llegando a la hipotesis del origen
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inmune de la disfuncién, por la presencia de autoanticuerpos
contras estas proteinas [18]. Entre otros factores posibles, niveles
elevados de GC en plasma podrian interferir en la activacion
plaquetar, aunque parece ser mas debido a una alteracion
intrinseca de la plaqueta. La agregacion plaquetar si mejora tras

la TES, al contrario que la adhesién plaquetar [53,54,55].

3.3. LEUCOPENIA y ALTERACION DEL
SISTEMA INMUNE

La leucopenia suele ser la citopenia menos presente en la EG, y
se comporta como un déficit cualitativo mas que cuantitativo [38]
viéndose reducida la capacidad quimiotactica de los neutrofilos,
aungue raramente requiere intervencion médica [56]. Se ha descrito un
compromiso en la capacidad fagocitica del sistema monocito-
macréfago con un discreto aumento en el riesgo de infecciones

bacterianas por el acimulo de GC [57].

Sin embargo, los datos existentes acerca de la deficiencia del
sistema inmune en la EG son muy limitados y discordantes entre los
diferentes estudios. Se han realizado estudios para determinar
alteraciones de las diferentes poblaciones celulares del sistema inmune,

mediante andlisis inmunofenotipico por citometria de flujo.

Respecto a la inmunidad celular, hay datos que sostienen una
disminucion en el recuento absoluto de los LT en concreto los LTCD4 en

la poblacion global pero en el subanalisis de los pacientes con
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afectacion dsea, se comprueba una disminucién significativa de los
LTCD8. Estos hallazgos pudieran estar en relacion con la implicacion de
los LT en la regulacién de la actividad osteoblastica/osteoclastica en
estudios in vitro [58]. En cambio otro estudio, por el contrario, describe
un aumento en el nimero de LTCD4 ademas de disminucion del nimero
de NK y TYS [59]. Probablemente la limitacién en la obtencion de
resultados sélidos sea la alta variabilidad fenotipica de los pacientes que
no permite obtener muestras de pacientes homogéneos, y sobre todo
el bajo nimero de pacientes incluidos en los estudios, que en la mayoria

de los casos no superan la decena.

El estudio del perfil de LT en pacientes con EG muestra interés
con el fin de comprobar si las anomalias en el sistema inmune pueden

estar asociadas a la expresion clinica de la enfermedad.

Pocos datos existen acerca de alteraciones en los LB, células que
componen la inmunidad humoral, aunque también presentan defectos
de maduracidén que se normalizan tras el inicio de la TRE. No se ha
podido aclarar si estos defectos son intrinsecos a la enfermedad o en

relacién a la esplenectomia de los pacientes [60].

En cuanto a las células presentadoras de antigenos, las DC con
una importante actividad fagocitica, como los monocitos/macréfagos,
también podrian exhibir la funcion alterada en los pacientes con EG [59].
Tanto las mDC como las pDC de pacientes con EG, se encuentran
significativamente disminuidas, en comparacién con controles sanos,
alteraciones  principalmente  cuantitativas, con un  perfil

inmunofenotipico similar al de la poblacién sana. Queda por determinar
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si la disminucion de DC presente en los pacientes con EG, esta
relacionado con una reduccién de la produccién en la MO o con un
aumento del reclutamiento de las DC de la circulacion hacia los tejidos.
En una situacién de estimulacidn antigénica crénica, las DC de la sangre
periférica pueden recibir estimulos continuos, induciendo su migracion
y el acceso a los drganos linfoides [61]. Especial interés existe en la
potencial capacidad de recuperacion del sistema inmune tras el inicio
del tratamiento. No se ha podido comprobar si la TRE es capaz de
revertir estas alteraciones cuantitativas de las DC [62], s6lo un estudio

concluye que la TRE no reestablece el nimero normal de DC [59].

3.4. GAMMAPATIAS Y NEOPLASIAS
HEMATOLOGICAS

Es bien conocido que el aumento de citoquinas en la EG genera
un ambiente inflamatorio, que conlleva a una hiperestimulaciéon de LB
y disbalance de NKT favoreciendo la expansion clonal de los LB y
neoplasias, fundamentalmente hematoldgicas del tipo de gammapatias

monoclonales (GMSI) y mieloma multiple (MM).

3.4.1.Fisiopatologia

La disregulacion inmune de la MO esté asociada al desarrollo
de GMSI y MM. Las CG secretan citoquinas que generan un estado

inflamatorio a nivel de la MO. La IL6 e IL10 presentan niveles

60



INTRODUCCION

aumentados en la EG, con una relacion estrecha en la patogenia de la
GMSI. Estas citoquinas son factores importantes para la diferenciacién
y / o proliferacién de células plasmaticas ademas de estar involucradas
en la inflamacion y en la remodelaciéon 6sea anormal en el MM. Todo
este aumento y falta de regulacién de citoquinas, deriva en la
hiperestimulacién de LB y disbalance de NKT creando un entorno que

predispone a la expansion clonal de los LB (Figura 13) [63].

- iLip
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Figura 13. Alteracion inmune en el microambiente de la médula ésea:
secreciéon de citoquinas y quimiocinas por las células de Gaucher (CG)
generando como resultado un microambiente inflamatorio.

/ATGFp

Existe gran controversia y pocos datos soélidos en cuanto al
papel del tratamiento en estos desdrdenes inmunitarios. Si bien algunos
trabajos confirman el beneficio de la TRE en las gammapatias
policlonales pero no en las monoclonales [64], otros en cambio, apoyan

el beneficio de la TRE en la prevencion tanto de la aparicién como
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progresion de las GMSI a MM, siempre con la necesidad de realizar

estudios multicéntricos internacionales que confirmen su utilidad [65].

3.4.2.Riesgo relativo

Un estudio que evalud casi 3000 pacientes del ICGG, la mayoria
en TRE, establecié que si existe un mayor riesgo de padecer MM, con
un riesgo relativo (RR) de 5,9 respecto a la poblacién general, pero no
hay incremento del riesgo de cancer global incluidas otras neoplasias
hematolégicas diferentes a MM, al menos durante la edad temprana 'y
mediana en estos pacientes [66]. En cambio, otro trabajo que recoge
131 pacientes europeos con EG, si describe un riesgo incrementado de
padecer cualquier cancer en general, y en especial MM vy
hepatocarcinoma [67].

Aunque existe una gran controversia en cuanto al riesgo incrementado
del céncer global en la EG, si queda establecido un aumento claro del
riesgo de MM. Otras series llegan incluso a asociar ese aumento del RR
de MM al estado homocigoto de la mutacion N370S del GBAT,
observando de 25-37 veces aumentado el riesgo de padecer MM a lo
largo de la vida en estos pacientes con EG. Parece haber una secuencia
temporal con aparicion de gammapatia policlonal en una alta
proporcion de pacientes, seguida de GMSI en un menor niumero de

casos y ocasionalmente desarrollo de MM [68].
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4. LA CITOMETRIA DE FLUJO COMO METODO DE
ESTUDIO.

La citometria de flujo (CMF) es una técnica que permite analizar y
clasificar caracteristicas fisico-quimicas de células o particulas en una

suspension en funcién de diversas caracteristicas.

La CMF permite identificar diferentes poblaciones celulares
simultdneamente, asi como obtener gran informacién de ellas

dependiendo de las proteinas que se expresen.

Para la medicién, la técnica utiliza un haz de luz laser para iluminar
particulas individuales en la suspensién, de modo que cuando las
particulas o células pasan, alineadas de una en una, a través del haz de
luz, dispersan la luz en diferentes direcciones de acuerdo con su tamafio
y su granularidad y complejidad [69,70,71] Figura 14. Se mide la
dispersién de luz en dos componentes principales: dispersion hacia
adelante, del inglés Forward Scatter (FSC) y dispersion lateral, del inglés
Side Scatter (SSC). La dispersion hacia adelante esta relacionada con el
tamafo de la particula y la dispersion lateral estéd relacionada con la

complejidad y la textura de la particula [72], Figura 15.
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Tamano (FSC)

Figura 14: Posicion de leucocitos segin tamafio y granularidad. Fuente:
Fundamentos de citometria de flujo: su aplicacién diagnostica en la
investigacion biomédica y clinica [72]).

Dispersion lateral (SSC)

Dispersion
frontal (FSC)

Laser

Figura 15. Dispersion de la luz. Las caracteristicas celulares que contribuyen a
la dispersién de la luz son el tamafio, la membrana celular, el ndcleo y el material
granular del interior de la célula. La imagen muestra la dispersién de la luz
emitida al incidir sobre la membrana celular. La desviacion frontal de la luz
determina el tamafio celular (FSC) mientras que la dispersion lateral determina
la complejidad (SSC) [72].

Un citémetro de flujo se encuentra compuesto por tres principales

sistemas, el de fluidos, el éptico, y el electrénico [72], (Figura 16). La
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principal funcién del sistema de fluidos es alinear y transportar a las
células dentro de una cdmara de flujo hacia el haz de luz; por tanto, es
necesario que la muestra se encuentre suspendida en un fluido. El
sistema Optico se encarga de iluminar a las células o particulas, que son
marcadas con fluorocromos que emiten luz fluorescente con diferente
longitud de onda cuando son excitados por el laser, detectando la
fluorescencia mediante filtros especificos y fotomultiplicadores,
permitiendo la medicién de varias propiedades celulares [73,74],

Los marcadores fluorescentes pueden ser anticuerpos conjugados
con fluorocromos especificos para la deteccién de proteinas celulares.
También se utilizan sondas fluorescentes para medir la viabilidad,
apoptosis, y otras caracteristicas celulares.

Una vez que la sefial luminosa es generada cuando el haz de luz
incide en la célula, ésta se traduce en sefales electronicas. Gracias a los
detectores de fluorescencia, la sefial eléctrica es recibida por el sistema
informatico, los datos se adquieren, digitalizan y analizan mediante
software especializado de citometria de flujo y representados en

gréficos e histogramas [75].
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Ejemplo 1 de resultado de grafico e histograma. Fuente propia
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Figura 18. Ejemplo 2 de resultado de graficos. Fuente propia
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HIPOTESIS

Los parametros hematoldgicos anormales son comunes en la
EG encontrando muy frecuentemente alteraciones de la serie roja y
plaquetar. La reduccion en el nimero de globulos rojos parece ser
debida en parte, a alteraciones en sus propiedades de deformabilidad,

que promueven la fagocitosis por los macréfagos del bazo.

Menos frecuentes son los defectos cuantitativos que aparecen
en la serie blanca al diagnéstico respecto al recuento del total de
leucocitos, sin profundizar en subtipos celulares. A pesar de ello, esta
descrita una susceptibilidad aumentada al riesgo de infecciones
atribuida en ocasiones, aunque no siempre, a la disminucién en las cifras
de neutréfilos o alteraciones en la capacidad microbicida del sistema

mononuclear fagocitico.

La disregulacion del sistema inmune es notoria, y ello se ve,
reflejada en diferentes estudios clinicos, aunque con resultados
dispares y obtenidos de muestras pequefias, dada la dificultad de
realizar estudios de grandes muestras de pacientes en esta enfermedad
rara. Las alteraciones descritas mas frecuentes ocurren en el nimero de
células NK, LT CD4+ y CD8+, asi como anomalias de las DC que

constituyen las células presentadoras de antigenos mas potentes.

La hipotesis del estudio, es que debe existir una
correspondencia en las alteraciones descritas del perfil inmunoldgico

de los pacientes con EG tipo 1 de otras series publicadas y la nuestra,
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una serie mas amplia de pacientes con EG tipo 1 reclutados en un

estudio multicéntrico nacional.
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO PRINCIPAL

Demostrar que existen alteraciones cuantitativas de las células
hematopoyéticas que constituyen la serie blanca en los pacientes con
EG tipo 1, mediante un exhaustivo y completo analisis

inmunofenotipico de sangre periférica.

2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Demostrar alteraciones en subpoblaciones celulares (linfocitos,
monocitos y células dendriticas).

2. Encontrar propiedades anormales de la serie roja mediante el
analisis inmunofenotipico en los pacientes con EG tipo 1.

3. Comparar nuestros resultados con otros estudios publicados
para encontrar similitudes o diferencias en cuanto a reduccion
0 aumento de los recuentos celulares.

4. Obtener una muestra de pacientes con EG tipo 1, mayor a los

estudios de otras series, para encontrar valor estadistico.
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MATERIAL Y METODOS

1. AMBITO

Este proyecto se incluye dentro del andlisis inmunofenotipico del
estudio ‘MONITORIZACION E INDIVIDUALIZACION POSOLOGICA DE
GLUCOCEREBROSIDASA EN PACIENTES GAUCHER TIPO I'; con cddigo
FIS-IMI-2012-01; versién/fecha: v2.0; 05/11/2013; con aprobacion del

CEIC del Hospital Universitario Dr. Peset de Valencia.

2. DISENO

Estudio analitico observacional de cohortes.

3. POBLACION

3.1. GRUPO CONTROL

Personas adultas sin enfermedad genética o crénica conocida
cuyo hemograma no presentara alteraciones cuantitativas. La seleccién
se realizdé a partir de muestras de sangre de pacientes, remitidas al
laboratorio de Hematimetria del Hospital Doctor Peset, a los que se les
habia solicitado una analitica con hemograma y bioquimica basica desde

atencion primaria.
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3.2. GRUPO INTERVENCION

Pacientes adultos diagnosticados de enfermedad de Gaucher

tipo 1.

3.2.1.CRITERIOS DE INCLUSION:

Pacientes adultos (>18 afos), diagnosticados de EG
tipo 1 confirmada mediante diagnostico enzimatico,
en tratamiento con imiglucerasa (Cerezyme®) o
velaglucerasa (Vpriv®) segun practica clinica habitual,
independiente de la participacion del paciente en el
estudio, con dosis estable de TRE al menos los

ultimos 6 meses previos a la inclusion.

3.2.2.CRITERIOS DE EXCLUSION:

Pacientes con EG con afectacion neuroldgica (tipo 2
y 3).

Antigeno positivo para el virus de la hepatitis B y
serologia  positiva para el virus de |la
inmunodeficiencia humana.

Mujeres embarazadas.

3.3. TAMANO MUESTRAL

La prevision inicial del tamafio muestral de los centros

participantes fue de 39 pacientes con EG. Finalmente se han incluido 19

pacientes y 10 controles sanos.
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Entre las comunidades autbnomas participantes se encuentran:
= Comunidad Valenciana
= Aragdn

=  Andalucia

No se ha calculado el tamafio muestral para el estudio, debido a la

baja prevalencia de EG (enfermedad minoritaria).

4. ASPECTOS ETICOS

El estudio fue aprobado previamente por el Comité Etico de
Investigacion Clinica del Hospital Universitario Dr. Peset (“Analisis
inmunofenotipico de la serie blanca y roja en pacientes Gaucher tipo 1".

CEIC 44/17; Anexo 1.) y se realizd segun la Declaracion de Helsinki.

Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los
pacientes para participar en el estudio y para la utilizacion de las muestras

bioldgicas (Anexo 2).

5. MATERIAL

5.1. MUESTRA

Sangre periférica obtenida en un tubo de EDTA por venopuncion
en brazo y procesadas dentro de las primeras 24-48 horas tras la

extraccion, en funcién de la procedencia de la muestra.
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5.2. ANALIZADOR Y REACTIVOS

5.2.1.CITOMETRO DE FLUJO

El andlisis de CMF se llevd a cabo mediante un citometro
equipado con un laser de 488 nm (azul), un laser de 638 nm (rojo) y un
laser de 405 nm (violeta) y 10 fluorescencias, modelo NAVIOS (Beckman
Coulter). En la tabla 2 se detallan especificaciones épticas del citometro.
Los datos obtenidos fueron analizados mediante el programa de analisis
de datos de citometria Kaluza (Beckman Coulter). Se adquirieron 100.000
eventos por muestra en todos los tubos excepto en el tubo de estudio de
células dendriticas donde se adquirieron 200.000 eventos al tratarse de

células menos representadas.
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Tabla 2. Bancada 6ptica Citdmetro de Flujo NAVIOS, dotado de 3 laseres y 10 fluorescencias

Excitaciéon Fluorocromos Emision maxima (nm) ‘ Canal de fluorescencia Filtro 6ptico  Descripcién fluorocromo (en inglés)
FITC 520 FL1 525 BP 40 Fluorescein Isothiocyanate
PE 575 FL2 575 BP 30 Phycoerythrin
ECD 620 FL3 620 BP 30 Phycoerythrin-Texas Red
PC5.5 694 FL4 695 BP 30 Phycoerythrin-Cyanin 5.5
PC7 767 FL5 755 LP Phycoerythrin-Cyanin 7
APC 660 FL6 660 BP 20 Allophycocyanin
635nm APC-A700 719 FL7 725 BP 20 Allophycocyanin-Alexa Fluor 700
APC-A750 780 FL8 755 LP Allophycocyanin-Alexa Fluor 750
PB 455 FL9 450 BP 40 Pacific Blue
405nm
KrO 528 FL10 550 BP 40 Krome Orange
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5.2.2. REACTIVOS

Para el estudio de las diferentes poblaciones celulares se

emplearon los siguientes anticuerpos monoclonales conjugados con los

fluorocromos indicados (Beckman Coulter®).

HLA-DR-FITC (clon IMMU-357)

Lineage-PE Cocktail: CD3 (clon UCHT1), CD14 (clon
RMO52), CD19 (clon J3-119), CD20 (clon HRC20), CD56
(clon N901)

CD123-ECD (clon SSDCLY107D2)

CD85k (ILT3)-PC7 (clon ZM3.8)

CD11c-APC (clon BU15)

TCR V&2-FITC (clon IMMU 389)

CD56-PE (clon N901 (NKH-1))

CD19-ECD (clon J4.119)

CD8-PC5.5 (clon SFCI21THY2D3(T8))

CD38-PC7 (clon LS198-4-3)

CD4-APC (clon 13B8.2)

CD45-KrO/ Krome Orange (clon J.33)

CD3-Pacific Blue (clon UCHT1)

TCR Va24-PC7 (clon C15)

TCR VB11-FITC (clon C21)

CD14-ECD (clon RMO52)

CD45RA-FITC (clon ALB11)

CD45RO-PE (clon UCHL1)

5.2.3.CONTROL DE CALIDAD

La alineacién dpticay la estabilidad fluidica del citdmetro de flujo

se verific6 mediante las fluoroesferas Flow-Check Pro (Beckman Coulter)

diariamente y antes de las mediciones de las muestras. Las fluoroesferas

84



MATERIAL Y METODOS

Flow-Set Pro (Beckman Coulter) se utilizaron semanalmente para calibrar
y monitorizar los tubos fotomultiplicadores del equipo. Las esferas
VersaComp (Beckman Coulter) se emplearon para compensar los
solapamientos de fluorescencia. Se utilizé una muestra control de sangre
periférica para verificar la calibracién del equipo, asi como células de
control Immuno-Trol (Beckman Coulter) para la verificaciéon de la técnica

de leucocitos.

6. VARIABLES

6.1. METODO DE RECOGIDA

Los datos clinicos y biolégicos de cada paciente necesarios para el
estudio fueron facilitados por el responsable clinico de cada hospital
extraidos de la historia clinica del paciente. Estos datos se incluyeron en

una base de datos de Excel

6.2. VARIABLES DEMOGRAFICAS
Las variables demogréaficas recogidas de los pacientes fueron la fecha de
nacimiento, edad al diagndstico y sexo del paciente

6.3. VARIABLES CLINICAS

Las variables clinicas registradas fueron el estudio genético de
mutaciones del GBA1 al diagndstico, tipo de tratamiento, y afios del

mismo

6.4. VARIABLES DE LABORATORIO
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Las variables de laboratorio analizadas fueron diferentes estirpes de

células hemoperiféricas pertenecientes a la serie roja y blanca,

determinados por el marcaje de los anticuerpos monoclonales detallados

anteriormente que definen el tipo celular. Las poblaciones celulares se

detallan en la tabla 3.

Tabla 3: Poblaciones celulares estudiadas

SERIE BLANCA

Estirpe celular

Descripcion

Leucocitos SSbajo/CD45alto
Linfocitos SSbajo/CD45alto
Linfocitos T citotdxicos (Tc) CD3+/ CD8+
Linfocitos T helper (Th) CD3+/ CD4+

Linfocitos gamma-delta

CD3+CD4-CD8-

Linfocitos B

CD19+/CD3-

Linfocitos Natural Killer (NK)

CD56+/CD3-

Linfocitos Natural Killer T (NK)

CD3+/TCR Vo4+/TCR VP11

Linfocitos T y6

CD3+/TCR V82 +

Linfocitos Th memoria

CD3+/CD4+/CD45RA-/CD45RO+

Linfocitos Th naive

CD3+/CD4+/CD45RA+/CD45R0O-

Linfocitos Tc memoria

CD3+/CD48+/CD45RA-/CD45RO+

Linfocitos Tc naive

CD3+/CD8+/CD45RA+/CD45R0O-

Linfocitos TCRV[311 CD3+TCRVB11+
Linfocitos TCRVa24 CD3+TCRVoR4 +
Granulocitos SSalto/CD45bajo
Monocitos CD14+/CD1d+
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Dendriticas DR+ HLADR+LIN-
Dendriticas CD85k+ HLADR+LIN-CD85K+
Dendriticas plasmocitoides DR+ HLADR+/LIN-/CD123+
Dendriticas plasmocitoides CD85k+ HLADR+/ LIN-/CD85k+/CD123+
Dendriticas mieloides DR+ HLADR+/LIN-/CD11c+
Dendriticas mieloides CD85k+ HLADR+/ LIN-/CD85k+/CD11c+
SERIE ROJA
Hematies CD235c+/CD47+/CD45-

7. ANALISIS INMUNOFENOTIPICO

El nUmero absoluto de cada estirpe celular por pL de sangre
se calculé utilizando fluoroesferas de recuento absoluto (esferas Flow-

Count, Beckman Coulter) en un enfoque de plataforma Unica.

El fenotipo de las diferentes estirpes celulares se determino
segun el marcaje por CMF de los diferentes anticuerpos monoclonales
utilizados. Para el analisis inmunofenotipico se desarrollaron
diferentes protocolos de combinacién de anticuerpos para la
deteccion de las diferentes poblaciones celulares que configuran el

panel de estudio y que se muestra en la tabla 4.

En el apartado siguiente se detallan los protocolos de marcaje
para el panel de estudio. Los tubos del 1 al 4 han seguido el mismo
procedimiento a excepcién del tubo 5 que requiere otro protocolo al

trabajar con hematies en vez de leucocitos.
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Tabla 4. Panel de estudio por citometria de flujo.

Excitacion 633 nm Excitacion 405 nm
2 g | 2 5 o | o8| oR -
= & S |8 o s |&Er|&ep| & c
@]
Fluorocromo . - o - < 1T << x
Poblaciones /

Tubo | Canal fluorescencia NAVIOS FL1 FL2 FL3 FL4 FL5 FL6 FL7 FL8 FL9 FL10
1 Células Dendriticas HLADR Lin- CD123 CD85k(ILT3) | CD11c CD45
2 Céelulas TBNK/ Celulas TV82 | TCR V&2 CD56 CD19 | CD8 CD38 CDh4 CD3 CD45
3 Células NKT/ Monocitos TCRVB11 CDhi1d CD14 | CD8 TCR Va24 CDh4 CD3 CD45
4 Ceéelulas T memoria CD45RA | CD45RO CD8 CD4 CD3 CD45
5 Hematies cb4a7y CD235c¢ CD45
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7.1. PROCEDIMIENTO DEL ANALISIS
INMUNOFENOTIPICO DE HEMATIES
EN PACIENTES CON ENFERMEDAD DE
GAUCHER.

La expresioén superficial del receptor CD47 (ver tabla 4, tubo 5) en
los glébulos rojos fue examinada mediante andlisis de CMF siguiendo el
protocolo modificado del grupo de trabajo de Daniela Bratosin et al [46].
Brevemente, se realizd una dilucién de la muestra de sangre periférica al
1:100 y se dispensd 50 pL de muestra diluida en un tubo de citometria de
12 x 75 mm. A dicho tubo se afiadié 1 yL de CD235c-PE, 10 uL de CD47-
FITC y 10 pyL de CD45-KrO. Posteriormente, se agitd suavemente en la
propia gradilla deslizando el tubo para evitar la formacién de agregados y
se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.
Después de la tincion, las células se lavaron 2 veces afadiendo 3 mL de
tampon fosfato salino (PBS) seguido de una centrifugacién de 3 minutos a
300 x g y decantacion. El sedimento final se resupendié en 1 mL de PBS y

se analizé mediante CMF.
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Figura 19. Seleccion de hematies segtin perfil morfolégico de dispersion de luz
y seguin marcaje con CD235¢, CD45 y CD47. Se ilustra la secuencia de seleccion
de ventanas (del inglés gaiting) para la seleccion de hematies segin morfologia
(FS/SS en escala logaritmica) y marcaje positivo para CD235c (Glicoforina +) con
exclusion de dobletes con mayor intensidad de fluorescencia para CD235c y
negativo para el marcador pan-leucocitario CD45. Finalmente se valord la expresion
superficial del receptor CD47 para la poblacién de hematies anteriormente descrita

en la tabla 3 (poblacion CD45-/CD235c+/CD47+).
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7.2. PROCEDIMIENTO DEL ANALISIS
INMUNOFENOTIPICO DE LA SERIE
BLANCA EN PACIENTES CON
ENFERMEDAD DE GAUCHER.

La expresion superficial de los receptores indicados en la tabla 4
para la serie blanca (tubos del 1 al 4) fue examinada mediante analisis de
CMF siguiendo varios protocolos modificados [59,62]. Brevemente, se
homogenizé la muestra anticoagulada con EDTA por inversion y se ajusto
a una concentracion de leucocitos entre 7,5y 10 x 10~ 3 células/uL con PBS.
Se rotularon 4 tubos y se dispensaron 100 L de sangre homogenizada en
cada tubo de citometria de 12 x 75 mm. A continuacién, se afiadi6 los
anticuerpos monoclonales segun el panel (Tabla 4) a cada tubo: 10 L de
anticuerpos conjugados con FITC, PE, ECD, PBy KrO y 5 pL del resto (PC5.5,
PC7 y APC) y se incubaron 15 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad. Tras la tincion, los hematies se lisaron mediante el equipo
TQPrep (Beckman Coulter) que utiliza el reactivo Immunoprep (lisis por
bajada de pH). Posteriormente se lavaron los tubos afiadiendo 2 mL de
PBS seguido de centrifugacién de 5 minutos a 300 x g y decantacién. El

sedimento final se resuspendié en 1 mL de PBS y se analizd6 mediante CMF.

A continuacion, se ilustran las estrategias de analisis por citometria
de flujo para los tubos de estudio de leucocitos. También se muestra la
tabla de resultados en porcentaje y recuento absoluto mediante la cual se
ha realizado el andlisis estadistico de las poblaciones celulares, detalladas

anteriormente.
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Figura 20. Identificacién de células dendriticas segun perfil morfologico de dispersion de luz y segiin marcaje con los
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anticuerpos monoclonales detallados en tubo 1 de la tabla 4. Se ilustra la secuencia de ventanas o regiones (del inglés gaiting)
mediante diagrama de flechas para la selecciéon de células dendriticas. (A) Region de células viables por morfologia para identificar
leucocitos mediante tamario (FS) y granularidad (SS). Las células pequefas son excluidas. Este grafico y los siguientes no incluye la region
de esferas para el recuento absoluto. (B) Regién de leucocitos por expresién de eventos CD45+. (C) Regién de células mononucleadas
(del inglés, MNC) por expresion de CD45+ y SS medio y bajo. (D) Regidén de células dendriticas identificadas como HLADR+ y LIN-
(linfocitos CD3/CD19/CD20/CD56 negativos). (E) Region de células dendriticas por la expresién de HLADR+, LIN- y CD85k+. (F) Region
de identificacion de células dendriticas mieloides (azul) por la expresion de HLADR+, LIN- y CD11c+ y células dendriticas plasmacitoides
(naranja) por la expresion de HLADR+, LIN- y CD123+. (G) Regién de identificacion de células dendriticas mieloides (azul) por la expresion
de HLADR+, LIN-, CD85k+ y CD11c+ y células dendriticas plasmacitoides (naranja) por la expresion de HLADR+, LIN-, CD85k+ y CD123+.
(H) Regidn de esferas de recuento absoluto. (I) Gréafico de la sefial de fluorescencia de eventos en la regién Beads o esferas. La region
CAL esté configurada para definir la sefial de las fluoroesferas, realizar el calculo celular absoluto y monitorizar la aparicion de dobletes.
NOTA: la poblacién de células dendriticas se ha definido como la poblacién HLADR+ y LIN-, asi como la poblacién HLADR+, LIN- y
CD85k+. El anticuerpo CD85k se utilizd en base a la publicacion de Heinze et al. pero en las muestras procesadas no se detectd una

fluorescencia lo suficientemente positiva como para poder definir dicha poblacion.
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Figura 21. Identificacion linfocitos, monocitos y granulocitos segtin perfil morfolégico de dispersién de luz y segiin marcaje con
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los anticuerpos monoclonales detallados en tubo 2 de la tabla 4. Se ilustra la secuencia de ventanas o regiones (del inglés gaiting)
mediante diagrama de flechas para la seleccion de linfocitos, monocitos y granulocitos. (A) Regién de células viables por morfologia para
identificar leucocitos mediante tamafo (FS) y granularidad (SS). Las células pequefias son excluidas. Este grafico y los siguientes no incluye
la region de esferas para el recuento absoluto. (B) Regién de leucocitos por expresién de eventos CD45+. (C) Regidn de granulocitos
identificados por la expresion de CD45+bajo y SS alto y region de linfocitos identificados por la expresién de CD45+alto y SS bajo. (D)
Regién monocitos identificados como CD4+medio. (E) Region de linfocitos T identificados por la expresidon de CD3+ y de linfocitos B
identificados por la expresién de CD19+. (F) Regidén de identificacion de linfocitos T colaboradores (Th) CD3+CD4+. (G) Region de
identificacion de linfocitos T citotdxicos (Tc) CD3+CD8+. (H) Regién de identificacion de linfocitos NK por la expresion de CD56+CD3- y
de linfocitos NKT por la expresién de CD56+CD3+ () Regién de identificacién de linfocitos T TCR V&2 (J) Regidn de esferas de recuento
absoluto. (K) Gréfico de la sefial de fluorescencia de eventos en la regién Beads o esferas. La region CAL esta configurada para definir la
sefal de las fluoroesferas, realizar el célculo celular absoluto y monitorizar la apariciéon de dobletes. (L) Region de células plasmaticas

identificadas por la expresiéon CD38+alto.
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Figura 22. Identificacién linfocitos, monocitos y granulocitos segtin perfil morfolégico de dispersion de luz y segiin marcaje con
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los anticuerpos monoclonales detallados en tubo 3 de la tabla 4. Se ilustra la secuencia de ventanas o regiones (del inglés gaiting)
mediante diagrama de flechas para la seleccion de linfocitos, monocitos y granulocitos. (A) Regién de células viables por morfologia para
identificar leucocitos mediante tamano (FS) y granularidad (SS). Las células pequefias son excluidas. Este grafico y los siguientes no incluye
la regién de esferas para el recuento absoluto. (B) Region de leucocitos por expresion de eventos CD45+. (C) Regién de granulocitos
identificados por la expresion de CD45+bajo y SS alto y region de linfocitos identificados por la expresién de CD45+alto y SS bajo. (D)
Regién monocitos identificados como CD14+CD4+medio. (E) Region de linfocitos T identificados por la expresién de CD3+. (F) Region
de identificacion de linfocitos T colaboradores (Th) CD3+CD4+. (G) Regién de identificacion de linfocitos T citotoxicos (Tc) CD3+CD8+.
(H) Region de identificacion de linfocitos T TCRVB11 (CD3+TCRVP11+) () Regidon de identificacion de linfocitos T TCRVa24
(CD3+TCRVa24+) (J) Region de esferas de recuento absoluto. (K) Gréafico de la sefial de fluorescencia de eventos en la region Beads o
esferas. La regién CAL estd configurada para definir la sefial de las fluoroesferas, realizar el célculo celular absoluto y monitorizar la
aparicion de dobletes. (L) Regidon de seleccion de monocitos que expresan CD1d+. (M) Regidn de seleccién de monocitos que expresan

CD1d+ para recoger la informacién de intensidad media de fluorescencia.
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Figura 23. Identificacion linfocitos, monocitos y granulocitos segun perfil morfolégico de dispersion de luz y segiin marcaje con los

anticuerpos monoclonales detallados en tubo 4 de la tabla 4. Se ilustra la secuencia de ventanas o regiones (del inglés gaiting) mediante
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diagrama de flechas para la seleccién de linfocitos, monocitos y granulocitos. (A) Region de células viables por morfologia para
identificar leucocitos mediante tamafio (FS) y granularidad (SS). Las células pequefias son excluidas. Este grafico y los siguientes no
incluye la region de esferas para el recuento absoluto. (B) Regidn de leucocitos por expresion de eventos CD45+. (C) Regién de
granulocitos identificados por la expresién de CD45+bajo y SS alto y region de linfocitos identificados por la expresién de CD45+alto
y SS bajo. (D) Regién monocitos identificados como CD4+medio. (E) Regidn de linfocitos T identificados por la expresién de CD3+. (F)
Region de identificacion de linfocitos T colaboradores (Th) CD3+CD4+. (G) Regidn de identificacion de linfocitos T citotoxicos (Tc)
CD3+CD8+. (H) Regién de identificacion de linfocitos T gamma-delta por la expresién de CD4-CD8- respecto a linfocitos T CD3+. (1)
Region de identificacion de linfocitos T colaboradores virgenes mediante la expresién de CD4+CD45RA+. (J) Regidn de identificacion
de linfocitos T colaboradores memoria mediante la expresion de CD4+CD45R0O+. (K) Regidn de identificacion de linfocitos T citotoxicos
virgenes mediante la expresion de CD8+CD45RA+. (L) Regién de identificacion de linfocitos T citotdxicos memoria mediante la
expresion de CD8+CD45R0O+ (M) Regidn que muestra el patrén de linfocitos virgenes (expresién de CD45RA) y memoria (expresion de
CD45R0). (N) Region de esferas de recuento absoluto. (N) Grafico de la sefial de fluorescencia de eventos en la region Beads o esferas.
La region CAL esta configurada para definir la sefial de las fluoroesferas, realizar el célculo celular absoluto y monitorizar la aparicién

de dobletes.
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8. ANALISIS DE LOS DATOS

8.1. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico de los datos, se ha utilizado el

software R (version 4.0.2).

Con el fin de comparar los recuentos de diferentes poblaciones
celulares de la sangre de pacientes con la enfermedad de Gaucher y controles,
se ha realizado la prueba U de Mann-Whitney. Se ha resumido en forma de
tabla diferentes estadisticos que describen la distribucion de las diferentes
variables entre ambos grupos. También se resume el resultado del test
mediante un intervalo de confianza de la mediana de las diferencias entre las

muestras de ambas poblaciones y el p-valor de la prueba.

Por ultimo, se representan graficamente las distribuciones de

cada grupo mediante graficos de diagramas.
8.2. ANALISIS DESCRIPTIVO NUMERICO

Andlisis de los recuentos absolutos (cels/plL) de las diferentes
variables de laboratorio reflejadas en la tabla 2, distribuidas por protocolo

(tabla 3).

8.3. ANALISIS DESCRIPTIVO GRAFICO

Se han utilizado diagramas de cajas para representar las

distribuciones de cada variable entre los dos grupos del estudio.

100



MATERIAL Y METODOS

El diagrama de caja (también llamado, diagrama de caja y
bigotes o box plot) es un método estandarizado para representar
graficamente una serie de datos numéricos a través de sus cuartiles. De esta
manera, se muestran a simple vista la mediana y los cuartiles de los datos y
también pueden representarse sus valores atipicos. Proporcionan una vision

general de la simetria de la distribucion de los datos.

9. MEMORIA ECONOMICA.

1. GASTOS DE PERSONAL

1. 1. INVESTIGADOR PRINCIPAL Y OTROS INVESTIGADORES

Investigadores 0 € /pac 0¢€
TOTAL: O|TOTAL: 0
€/pac €

2. GASTOS PARA EL SERVICIO DE HEMATOLOGIA

0 € / pac 0€

3. COSTES DE PRUEBAS EFECTUADOS, ADICIONALES A PRACTICA CLINICA
HABITUAL

TOTAL COSTES PRUEBAS 0 €/ pac 0€

4. OTROS GASTOS NO CONTEMPLADOS EN LOS APARTADOS ANTERIORES

0 € / pac 0€

5. COSTE TOTAL DEL ESTUDIO (BASE IMPONIBLE)

(1+2+43+4) 0 €/ pac 0€
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La memoria econdmica es de 5986.20 euros, importe donado por
la comparfiia GENZYME-SANOFI® a través de FISABIO, cantidad que hace
frente al 100% del presupuesto emitido y adquirido por Beckman Coulter

SAU

Todos los procedimientos se realizan en el hospital Universitario
Dr. Peset en el Laboratorio de Hematologia y los reactivos utililizados
(anticuerpos monoclonales) y material fungible, ha sido adquirido tras la

donacion realizada por GENZYME-SANOFI®.
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RESULTADOS

De los 19 pacientes incluidos en el estudio, se recogieron las
variantes demograéficas y clinicas de todos los pacientes, y aunque se obtuvo
muestra sanguinea de los 19, el estudio inmunofenotipico y por tanto el

analisis de la serie solo se pudo completar de 18 pacientes.

1. VARIABLES DEMOGRAFICAS

La edad media al diagnostico de los pacientes fue de 23 afos con
extremos de 6 y 49 afios. En la serie habia 8 hombres (42%) y 11 mujeres (58%).
La edad media de los pacientes en el momento del estudio fue de 46 afios con

extremos de 20y 71 afios.

2. VARIABLES CLINICAS

Todos los pacientes incluidos en la serie estaban bajo tratamiento con
TRE y ninguno con TRS. La TRE era imiglucerasa o velaglucerasa, 15 pacientes
(78%) recibian Imiglucerasa, y 4 (22%) velaglucerasa (Tabla 5). La media de
ahos de tratamiento con TRE al momento del estudio fue de 15 afios con

extremos de 5y 22 afios.

La frecuencia de mutaciones de GBA1 se refleja en la tabla 6.
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Tabla 5: Tratamiento de los pacientes. TRE: terapia de reemplazo
enzimatico. TRS: terapia de reduccién de sustrato.

NUMERO DE
TIPO TRATAMIENTO
PACIENTES
IMIGLUCERASA 15
TRE
VELAGLUCERASA 4
TRS 0

TABLA 6: Numero de pacientes incluidos por mutacién del GBA1

MUTACION NUMERO PACIENTES
N370S/L444P 6
N370S/N370S
N370S/N188S 2

N370S/p.Arg159Trp 2
N370S/G195W 1
N370S/desconocido 1
N370S/DELTA 55 1
P.Leu375Arg/N370S 1
L444P/p.Gly416Ser 1

3. VARIABLES DE LABORATORIO

Se complet6 el analisis inmunofenotipico de la serie roja y blanca

segun los diferentes protocolos de combinacidn de anticuerpos para la

deteccidn de las diferentes poblaciones celulares que configuraron el panel

de estudio y que se mostrd anteriormente en la tabla 4.
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3.1. ANALISIS INMUNOFENOTIPICO DE LA SERIE
ROJA

3.1.1. Analisis descriptivo numérico

Las siguientes tablas muestran un resumen estadistico de la
expresion de CD47 dentro de su protocolo en términos de media, mediana y

porcentaje.

Tabla 7. Resumen descriptivo de los resultados de las variables del
protocolo CD235¢, CD45 y CD47

Variable Estadistico Control Caso
Media 7.13 5.52
(Desv. Tip.) (1.57) (1
CD47 Mediana 7,08 55
(Tr., 3r. Cuartil) (6.12, 8.28) (542, 6.1)
Porcentaje 67,09 74,04

3.2 ANALISIS INMUNOFENOTIPICO DE LA SERIE
BLANCA
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3.2.1. Analisis descriptivo numérico

Las siguientes tablas muestran un resumen estadistico de los
recuentos absolutos (cels/uL) de las diferentes variables de cada protocolo y
el % expresion sobre LEUCOCITOS de algunas variables del protocolo TCRVG2-
56-19-8-38-4-3-45.

Para comparar la distribucion de las diferentes variables entre los
individuos afectos y control, se ha realizado la prueba U de Mann-Whitney.
Este test compara si las muestras de un grupo tienden a ser mas grandes
que las del otro. En las tablas, se representa el p-valor del resultado del test.
Un p-valor por debajo del nivel de significacién (@ < 0.05) indica que hay
evidencias estadisticas para creer que las muestras de un grupo son
superiores a las del otro. También se muestra un intervalo de confianza al

95% de la mediana de las diferencias entre muestras de cada grupo.

108



RESULTADOS

Tabla 8. Resumen descriptivo de los recuentos absolutos de las variables

del protocolo 45RA-45R0-8-4-3-45.

p_
Variable Estadistico Control Caso
valor
Media 7199 5125
(Desv. Tip.) (1880) (1610)
Mediana 7309
LEUCOCITOS 5054 0.0050*
(Tr., 3r. (57009,
(4018, 5655)
Cuartil) 8938)
I.C. (95%) (636, 3856)
Media 100 345
(Desv. Tip.) (145) (20.3)
Mediana 46
CD3+CD4,8- 27 0.12
(1r., 3r. (25.5,
(22.5, 49)
Cuartil) 93.8)
I.C. (95%) (-2, 62)
Media 408 121
(Desv. Tip.) (251) (86.7)
Mediana <0.001
CD4CD45RA 348 92
(1r., 3r. *
(210, 536) (64, 134)
Cuartil)
I.C. (95%) (107, 399)
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p_
Variable Estadistico Control Caso
valor
Media 630 381
(Desv. Tip.) (348) (190)
Mediana
CD4CD45RO 488 396 0.069
(1r., 3r.
(436, 663) (232, 505)
Cuartil)
I.C. (95%) (-9, 408)
Media 369 219
(Desv. Tip.) (230) (147)
Mediana
CD8CD45RA 312 156 0.036*
(Tr., 3r.
(162, 514) (115, 270)
Cuartil)
I.C. (95%) (16, 344)
Media 219 217
(Desv. Tip.) (143) (148)
Mediana
CD8CD45RO 192 173 1.0
(1r., 3r.
(114, 279) (116, 279)
Cuartil)
I.C. (95%) (-91, 106)
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Tabla 9. Resumen descriptivo de los recuentos absolutos de las variables

del protocolo HLADR-LIN-123-85K-11C-45.

Variable Estadistico Control Caso p-valor
Media 79.3 61.9
(Desv. Tip.) (37.8) (51.6)
DENDRITICAS Mediana
80 49 0.26
HLADR+LIN- (1r., 3r.
43, 111) (24, 82.2)
Cuartil)
I.C. (95%) (-15, 64)
Media 29.7 20.9
(Desv. Tip.) (14.1) (17.7)
DENDRITICAS
Mediana
HLADR+LIN- 27 19 0.11
(1r., 3r.
CD85K+ (23, 31) (7, 25.2)
Cuartil)
I.C. (95%) (-4, 23)
Media 67.3 56.1
(Desv. Tip.) (35.3) (48.7)
Mediana
D. MIELOIDES 70 44
(1r., 3r. 0.31
(DR+) (31,92) (18.8, 70)
Cuartil)
I.C. (95%) (-21,51)
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Variable Estadistico Control Caso p-valor
Media 8 2.38
(Desv. Tip.) (3.28) (1.75)
D. PLASMACITOIDES Mediana
7 2 <0.001*
(DR+) (1r., 3r.
(6, 10) (1,4)
Cuartil)
I.C. (95%) (3, 8)
Media 229 19.2
(Desv. Tip.) (13.1) (17.8)
D. MIELOIDES Mediana
19 15.5 0.28
(DR+CD85K+) (1r., 3r.
(14, 25) (5.75, 23.8)
Cuartil)
I.C. (95%) (-7, 16)
Media 6.67 1.81
(Desv. Tip.) (2.87) (1.68)
D.
Mediana
PLASMACITOIDES 6 1 <0.001*
(1r., 3r.
(DR+CD85K+) 6,9 (0.75, 3.25)
Cuartil)
.C. (95%) 2,7
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Tabla 10. Resumen descriptivo de los recuentos absolutos de las

variables del protocolo HLADR-LIN-123-85K-11C-45.

Variable Estadistico  Control Caso p-valor
Media 7149 5296
(Desv. Tip.) (1842) (1777)
Mediana 6996 5346
LEUCOCITOS (1r, 3r. (5672, (4395, 0.023*
Cuartil) 8829) 5807)
1.C. (95%) (321, 3701)
Media 1797 1259
(Desv. Tip.) (645) (648)
Mediana 1742
1316
LINFOCITOS (1r., 3r. (1320,
(682, 1766) 0.087
Cuartil) 2315)
I.C. (95%) (-43, 1087)
Media 522 458
(Desv. Tip.) (174) (308)
MONOCITOS T Mediana 0.29
516 352
(Tr., 3r.
(421,640) (256, 612)
Cuartil)
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Variable Estadistico  Control Caso p-valor
.C. (95%) (-97, 282)
Media 4435 3300
(Desv. Tip.) (1558) (1022)
Mediana 4184 2969
Cuartil) 5086) 4310)
I.C. (95%) (-135, 2374)
Media 208 203
(Desv. Tip.) (111) (150)
Mediana
LINFOCITOS B it 3r. 185 146 0.70
(153, 248) (97.5, 307)
Cuartil)
I.C. (95%) (-96, 115)
Media 206 175
(Desv. Tip.) (75.5) (153)
Mediana
179 108
NK (r, 3r. 0.13
(152, 254) (75.8, 215)
Cuartil)
I.C. (95%) (-34, 135)
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Variable Estadistico  Control Caso p-valor
Media 1359 853
(Desv. Tip.) (520) (450)
Mediana 1315
918 N
LINFOCITOS T (Ir. 3r. (1000, 0.031
(438, 1157)
Cuartil) 1853)
I.C. (95%) (48, 914)
Media 188 84.2
(Desv. Tip.) (145) (85.5)
Mediana
148 55.5 .
NKT (r, 3r. 0.0061
(105, 176)  (28.5, 105)
Cuartil)
I.C. (95%) (33, 136)
Media 885 488
(Desv. Tip.) 437) (268)
Mediana
788 506
CD4 (1r., 3r. 0.014*
(640,982) (259, 656)
Cuartil)
.C. (95%) (115, 607)
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Variable Estadistico  Control Caso p-valor
Media 428 354
(Desv. Tip.) (260) (225)
Mediana
CD8 354 290 0.36
(1r., 3r.
(202, 595) (171, 526)
Cuartil)
1.C. (95%) (-101, 289)
Media 86.1 21.2
(Desv. Tip.) (130) (18.9)
Mediana
TYd 48.5 15 0.031*
(Tr., 3r.
(19.5, 65.8) (9.75, 23)
Cuartil)
I.C. (95%) (2, 56)

Tabla 11. Resumen descriptivo de los recuentos absolutos y % expresion

sobre leucocitos de las variables del protocolo TCRVG2-56-19-8-38-4-3-

45,
Variable Estadistico =~ Control Caso p-valor
Media 7.3 3.75
(Desv. Tip.) (4.32) (2.57)
LINFOCITOS
Mediana 0.017*
TCRVB11 6.5 3
(1r., 3r.
(3.5, 10) (2,4.25)
Cuartil)
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Variable Estadistico  Control Caso p-valor
I.C. (95%) (1, 6)
Media 8.8 475
(Desv. Tip.) (7.07) (3.07)
LINFOCITOS Mediana
tr. 3r 6 4 0.048*
TCRVA24 " (425102)  (3,5.25)
Cuartil)
I.C. (95%) (4.49e-05, 6)
Media 488 421
(Desv. Tip.) (193) (274)
Mediana
MONOCITOS 460 340
(1r., 3r. 0.22
CD1d+ (356, 622) (238, 524)
Cuartil)
[.C. (95%) (-92, 269)
Media 98.3 973
(Desv. Tip.) (0.419) (3.03)
Mediana
MONOCITOS 98.4 98.6
(1r., 3r. 0.54
CD1d+ (%) (98, 98.6) (97.8, 99)
Cuartil)
I.C. (95%) (-0.66, 0.57)
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Variable Estadistico  Control Caso p-valor
Media 6.53 6.35
(Desv. Tip.) @.1) (2.18)
CD1d+ (MEDIAN Mediana
6.53 5.83 0.70
peak de MO) (%) (Tr., 3r.
(4.6,793) (5.17,7.36)
Cuartil)
1.C. (95%) (-149, 2.1)
Media 7.04 6.9
(Desv. Tip.) (2.23) (2.3)
CD1d+ (MEAN Mediana
7.21 6.29 0.74
peak de MO) (%) (1r., 3r.
(4.98,8.49) (5.68, 7.87)
Cuartil)
I.C. (95%) (-1.66, 2.24)

3.2.2. Analisis descriptivo grafico

En esta seccion se muestran diagramas de cajas para representar las

distribuciones de cada variable entre los dos grupos del estudio.
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3.2.2.1. Protocolo 45RA-45R0-8-4-3-45

2000 -
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Leucocitos {celsf ul)

4000 -

Caontral Caso

Figura 24. Diagrama de distribucion del recuento absoluto de

leucocitos por grupo.
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Figura 25. Diagrama de distribucion del recuento absoluto de

CD3+CD4,8- por grupo.
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Figura 26. Diagrama de distribucion del recuento absoluto de

CD4CDA45RA por grupo
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Figura 27. Diagrama de distribucion del recuento absoluto de

CD4CD45RO0 por grupo.
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Figura 28. Diagrama de distribucion del recuento absoluto de

CD8CDA45RA por grupo.
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Figura 29. Diagrama de distribucion del recuento absoluto de

CD8CD45RO0 por grupo.
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3.2.2.2. Protocolo HLADR-LIN-123-85K-11C-
45
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Figura 30. Diagrama de distribucion del recuento absoluto de

dendriticas HLADR+LIN- por grupo.
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Figura 31. Diagrama de distribucion del recuento absoluto de

dendriticas HLADR+LIN-CD85K+ por grupo.
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Figura 32. Diagrama de distribucion del recuento absoluto de

Dendriticas Mieloides (DR+) por grupo.
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Figura 33. Diagrama de distribucion del recuento absoluto de

Dendriticas Plasmacitoides (DR+) por grupo.
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Figura 34. Diagrama de distribucion del recuento absoluto de

Dendriticas Mieloides (DR+CD85K+) por grupo.
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Figura 35. Diagrama de distribucion del recuento absoluto de

Dendriticas. Plasmacitoides (DR+CD85K+) por grupo.
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3.2.2.3. Protocolo TCRVG2-56-19-8-38-4-3-45
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Figura 36. Diagrama de distribucion del recuento absoluto de

leucocitos por grupo.
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Figura 37. Diagrama de distribucion del recuento absoluto de

linfocitos por grupo.
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Figura 38. Diagrama de distribucion del recuento absoluto de

monocitos T por grupo.
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Figura 39. Diagrama de distribucién del recuento absoluto de

granulocitos por grupo.
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Figura 40. Diagrama de distribucién del recuento absoluto de

linfocitos B por grupo.

135



RESULTADOS

500-

400 -

300-

NK (cels/ pL)

200-

100-

Cantrol Caso

Figura 41. Diagrama de distribucion del recuento absoluto de NK por

grupo.
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Figura 42. Diagrama de distribucion del recuento absoluto de

linfocitos T por grupo.
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400 -

NKT (cels/ L)

Cantrol Caso

Figura 43. Diagrama de distribucién del recuento absoluto de NKT

por grupo.
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Figura 44. Diagrama de distribucion del recuento absoluto de CD4 por

grupo.

139



RESULTADOS

200 -

600 -

400 -

CD8 (cels/ pL)

200-

Cantrol Caso

Figura 45. Diagrama de distribucion del recuento absoluto de CD8

por grupo.
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Figura 46. Diagrama de distribucion del recuento absoluto de TYd

por grupo.
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3.2.2.4. Protocolo VB11-1D-14-8-VA24-3-45
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Figura 47. Diagrama de distribucion del recuento absoluto de

linfocitos TCRVB11por grupo.
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Figura 48. Diagrama de distribucion del recuento absoluto de linfocitos

TCRVa24 por grupo.
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Figura 49. Diagrama de distribucién del recuento absoluto de

monocitos CD1d+ por grupo.
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Figura 50. Diagrama de distribucion del % expresién sobre leucocitos

de monocitos CD1d+ por grupo.
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Figura 51. Diagrama de distribucion del % expresidn sobre leucocitos

de CD1d+ (MEDIAN peak de MO) por grupo.
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Figura 52. Diagrama de distribucion del % expresidn sobre leucocitos

de CD1d+ (MEAN peak de MO) por grupo.
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DISCUSION

La EG es la enfermedad de depdsito lisosomal mas comun, causada por
mutaciones en el GBA1, que conduce a una disminucién de la actividad

enzimatica y a la acumulacién de GC en los macroéfagos.

Ademas de los sintomas clasicos de la EG tipo 1, como
hepatoesplenomegalia, enfermedad esquelética, anemia y trombopenia, cada
vez adquiere mas interés y relevancia la existencia de otras comorbilidades
menos conocidas y estudiadas en esta enfermedad, como son el riesgo
incremento de cancer y un perfil inmunoldégico alterado. Que los pacientes
con EG presenten una mayor predisposicién a las infecciones y aparicién de
determinados tumores, produce un impacto y predispone a tratar de averiguar
las causas fisiopatolégicas que derivan en esas alteraciones del sistema
inmunitario, a dia de hoy no bien conocidas. Ademas, tampoco se conoce bien

el papel de la terapia en la posible correccidn de la disfuncion inmunitaria.

En vista de los datos bibliograficos previamente mencionados, este
estudio se ha realizado para completar y apoyar lo referente a la presencia de
alteraciones del sistema inmune de los pacientes con EG comprobandolo en
nuestra serie de pacientes mediante un analisis minucioso y completo de las
principales poblaciones celulares que constituyen el sistema inmune, y poder
encontrar cambios en comparacién a la poblaciéon sana en cuanto a las

alteraciones inmunes descritas en otros estudios

A su vez, y siguiendo en la linea de alteraciones hematoldgicas, hemos

tratado de completar el estudio profundizando en parte de la etiopatogenia
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menos conocida de la anemia en la EG, como son las alteraciones en
receptores de membrana que pueden favorecer la predisposicion a la
eritrofagocitosis patoldgica, basandonos en modelos de otros trabajos

presentes en la bibliografia en el momento del disefio de nuestro estudio.

El disefio de un estudio multicéntrico nacional, ha permitido reclutar y
analizar un nimero mayor de pacientes a los incluidos en cualquier otra serie
publicada, logrando un objetivo, siempre con limitaciones por las
caracteristicas heterogéneas que presentan estos pacientes ya que hay datos
en estudios donde el recuento de poblaciones celulares se ve afectado en base
al predominio de determinadas manifestaciones clinicas como la
esplenectomia o la afectacién o6sea [59]. Obtener una serie amplia de
pacientes con caracteristicas clinicas homogéneas es dificil de alcanzar en una

enfermedad minoritaria como es la EG.

En este estudio se ha podido demostrar que existe un compromiso en el
recuento absoluto de una parte de las células que componen el sistema
inmune de los pacientes con EG, al encontrarlas disminuidas en comparacion
al grupo control y esto se refleja tanto para componentes de la inmunidad
innata como adquirida. Dentro de la inmunidad innata, se ha visto alteradas
cuantitativamente, principalmente las subpoblaciones de DC, ademas de los
LT8Y y NKT. En cuanto a la inmunidad adquirida, hay una disminucién absoluta
en el global de LT, probablemente a expensas del bajo recuento absoluto de

los LTCD4+.

Nuestros resultados, en general, se corresponden con los obtenidos por
otros grupos de investigacién en el momento de disefio y anélisis de nuestro
trabajo, si bien encontramos alguna discordancia en los resultados obtenidos

de algun subtipo celular concreto.
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En un primer analisis, ya observamos que el global de leucocitos, es
diferente entre ambos grupos, y lo mismo pasa para el recuento total de LT.
En los pacientes con EG se observa una disminucidén estadisticamente
significativa de leucocitos respecto a la poblacién sana (5125 cels/uL vs. 7199
cels/uL, p<0,05), al igual que el total de LT (853 cels/uL vs. 1359
cels/uL,p<0,05).

Nuestros resultados muestran disminucion en el recuento de los LTCD4+
con valor estadisticamente significativo, pero sin diferencias en el caso de los
LTCD8+. Las células T naive/memoria se estudiaron en la sangre dentro de los
subgrupos CD4 y CD8 utilizando los marcadores CD45RA y CD45RO0. Los
pacientes con EG mostraron una disminuciéon importante de los LTCD4+ de
memoria en comparacion con el control sano (381 cels/pL frente a 630 cels/pL,
p>0,05) junto con una disminucion significativa de los LTCD4+ naive (121
cels/pL frente a 408 cels/uL, p<0,05). Algo similar ocurrié con las frecuencias
de medias en valores absolutos de LTCD8+ naive en los pacientes con EG
respecto a los controles (219 cels/ulL frente a 369 cels/uL, p<0,05) pero no
para los LTCD8+ de memoria que no presentaban diferencias en ambos
grupos (217 cels/pL frente a 219 cels/uL p>0,05). Estos resultados difieren de
otros publicados, con una n menor (7 pacientes) también bajo TRE a excepcioén
de un paciente, que si bien obtienen disminuido el recuento de LTC4+ naive
al igual que los datos de nuestro estudio, el subgrupo de LTCD4+ de memoria
estd aumentado respecto al grupo control con valor estadisticamente

significativo [59].

En cuanto al nimero de NK'y frecuencias de LB en pacientes con EG no
hubo diferencias respecto al grupo control. Se observd una disminucion
significativa en el niumero de células NKT (p<0,05) y en el recuento de

linfocitos Tyd (p<0,05) de los pacientes con EG de nuestra serie.
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Destacar nuevamente, que las DC que tienen como los monocitos y
macrofagos, actividad fagocitica importante, también podrian exhibir una
funcion alterada en los pacientes con EG y nuestros resultados fueron similares
a los obtenidos previamente en estudios. En el grupo de pacientes con EG la
media del valor absoluto de ambas DC (DR+) estaba disminuida, y fue
estadisticamente significativo en el caso de las pDC comparado con el grupo
control (pDC 2,38 vs. 8 cels/pL, p< 0,05y mDC 67,3 vs. 56,1 cels/uL, p>0,05).
Nuestros datos se aproximan a los descritos por otros grupos, sin alcanzar la
significancia estadistica para los dos subgrupos de DC que si obtuvieron 2
grupos de investigaciéon, tanto el liderado por Braudeau et al como por
Micheva et al [59,61]. Las posibles causas de la reduccién de las DC de la

sangre periférica pueden ser centrales o periféricas.

Los resultados del analisis inmunofenotipico de la serie roja no se han
podido completar. Si bien en estudios de glébulos rojos para otras
enfermedades como hemoglobinuria paroxistica nocturna, mencionan la
posibilidad de estudiar los hematies hasta 48 horas tras la extraccién, realizar
el estudio en muestras extraidas mas allé de las 24 horas, suponia un punto
critico que no podia asegurar la integridad de las células, dada la casuistica de
nuestro estudio que recibid muestras externas. Ademas, practicamente el
Unico estudio encontrado en la literatura remarca la gran variabilidad
morfolégica en cuanto a tamafio y granularidad entre pacientes,
comparandolo con un Unico caso normal sin tener significancia. Esto nos hizo
considerar el estudio escaso e incompleto (falta de moléculas estructurales del
hematie o microscopia electrénica para valorar el estado morfoldgico) para
establecer conclusiones sin integrar todas las variables y supuso que no se
completara el andlisis estadistico. Aun asi, se muestran los resultados

descriptivos obtenidos con valores de media, mediana y porcentaje de la
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expresion de CD47. Encontramos disminuida la expresion de CD47 medido
(media y mediana), en pacientes con EG respecto al grupo control, pero no
hay diferencias de la expresion medida en porcentaje respecto al grupo
control. Dado que CD47 es un marcador de reconocimiento propio que
protege a los glébulos rojos de la fagocitosis, estos datos podrian explicar al
menos parcialmente, el aumento de la eritrofagocitosis observado en algunos

pacientes con EG
Nuestro estudio tiene varias limitaciones:

1) La primera estad relacionada con el nimero de pacientes incluidos
(n=18), que aunque es pequefio, probablemente sea el estudio que realiza un
analisis inmunofenotipico cuantitativo exhaustivo més completo de las
diferentes células del sistema inmune en EG tipo 1, incluyendo la mayor n de
pacientes en comparacién a los trabajos publicados en el momento del
reclutamiento de nuestros pacientes. A pesar del bajo nUmero de pacientes,
hemos conseguido encontrar diferencias significativas en los recuentos de las
células inmunitarias en comparacidon con la poblacion control. Seria
importante confirmar estos datos en cohortes méas grandes de pacientes,

aunque es complicado conseguir n mayores.

2) La solidez de nuestro estudio se basa en el hecho de que los analisis
inmunoldgicos se realizaron en pacientes bajo tratamiento y todos con la
misma estrategia terapéutica, todos recibian TRE, con un tiempo minimo de
exposicion al tratamiento de 5 afios en todos los pacientes. No se conoce bien
si es posible la reversion en los subtipos celulares con la terapia, y cuél es el
tiempo necesario para revertir las alteraciones inmunoldgicas una vez iniciado
el tratamiento. Aunque la inclusidon de pacientes bajo un mismo tratamiento

con tiempo de exposicidn significativo es consistente, no nos ha permitido
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conocer las variables de laboratorio basales previo al tratamiento, para evaluar
si tras iniciar la terapia, esta podria potencialmente revertir o mejorar las
alteraciones inmunes en el tiempo. Los escasos datos publicados acerca de
este potencial beneficio, se muestran en un estudio que analiza los recuentos
celulares tras meses de interrupcion y meses después del reinicio del
tratamiento, sin observar mejoria posterior. Aunque los tiempos tanto de
interrupcion como de reinicio de tratamiento, podrian ser cortos para
establecer conclusiones a nuestro parecer [59]. En caso de que se confirmara
que el tratamiento mejora las poblaciones celulares, aparte del beneficio
obtenido en el paciente, podriamos utilizarlo como otra herramienta mas en
el seguimiento y evaluacion de nuestros pacientes, utilizdndolo de

biomarcador en el control y manejo 6ptimo de la enfermedad.

3) Nuestro estudio muestra datos descriptivos de una poblacion, sin
profundizar en los mecanismos biolégicos que conducen a la alteracion de la
funcion inmune en los pacientes con EG. Todos los pacientes incluidos en este
estudio presentan EG tipo 1, pero la variabilidad clinica, fenotipica y molecular
entre ellos, probablemente lleve intrinseco otras variables que condicionan el
mayor o menor compromiso de la respuesta inmune entre estos pacientes, y
que es dificil relacionar. Recordemos que los fendmenos de inflamacién
generan la liberacién de citoquinas proinflamatorias que alteran el
microambiente celular y por tanto el estado fisiologico de las células que
participan en la funcion inmune, generando sefiales de hiperestimulacion que

en ocasiones conduce a un estado de fatiga celular.

La EG dispone de terapias efectivas y ha quedado demostrado que estas,
reducen eficazmente la hepatoesplenomegalia, la enfermedad esquelética y la
anemiay trombopenia. Ahora, es el momento de centrar la atencién en nuevos

retos, como la prevencion y el tratamiento de otras comorbilidades asociadas
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a la EG como son las alteraciones del sistema inmune, base fundamental en el
control de infecciones y deteccidn y eliminacion de clonas tumorales celulares,
que derivan en la aparicion de neoplasias, fundamentalmente hematoldgicas.
Esto requiere un gran esfuerzo y seria conveniente realizar un estudio
multicéntrico internacional cuyo objetivo debe ser establecer si estas
complicaciones a largo plazo pueden prevenirse y modificarse mediante la TRE
y TRS y si esto justificaria el inicio temprano del tratamiento, en pacientes que

no cumplen los estandares actuales de inicio de tratamiento.
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CONCLUSIONES

1. Se hallevado a cabo un estudio comparativo de poblaciones celulares
hematopoyéticas de sangre periférica, en pacientes con EG tipo 1
frente a sujetos sanos, realizando un analisis inmunofenotipico de la
serie roja y blanca, para demostrar alteraciones inmunofenotipicas
cualitativas en la serie roja o déficits cuantitativos celulares en la serie

blanca en los pacientes.

2. Elestudio de las células de la serie roja se realizé6 mediante la medicién
de la expresién del antigeno CD47, un marcador de reconocimiento
propio que protege a los glébulos rojos inhibiendo su fagocitosis por
los macréfagos del sistema fagocitico mononuclear, a través de la
union a proteinas regulatorias de las sefiales. Aunque la expresién de
CDA47 estaba disminuida medido (media y mediana) en pacientes con
EG respecto a controles, no consideramos estos resultados lo
suficientemente sélidos para establecer conclusiones, al considerar
que faltan datos descriptivos, fundamentalmente morfolégicos que

afiadan un valor a los datos obtenidos,

3. El anélisis inmunofenotipico de las principales células de la serie
leucocitaria que constituyen la inmunidad innata y adquirida,
demuestra una disminucién de la celularidad, con diferencias
estadisticamente significativas en el recuento global de leucocitos y
en algunas de las subpoblaciones leucocitarias analizadas, en

comparacion al grupo control.
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4.

Entre los subtipos celulares disminuidos con valor estadistico frente al

grupo control, encontramos:

a. los LTCD4+ totales y dentro de estos los LTCD4+RA

b. Los LTCD8+RA

¢.  Los NKT
d. LosTyd
e. Las pDC

Los resultados de nuestro estudio no son exactos a los obtenidos en
analisis inmunofenotipicos de otras series, aunque en lineas generales

siguen patrones parecidos compartiendo parte de los resultados.

Especial mencidn merece los resultados obtenidos en el analisis de las
DC, que constituye la principal célula presentadora de antigeno, con
claras diferencias estadisticamente significativas para el subtipo
plasmocitoide (pDC) de los pacientes frente al grupo control. Estos
resultados si son fieles y concordantes con los que obtienen otros

grupos de investigacion en todas las series publicadas.

Seria interesante evaluar bien la evolucion de las alteraciones
inmunoldgicas de los pacientes con EG tras recibir tratamiento de cara
a garantizar un control éptimo de la enfermedad, y por qué no, si
potencialmente hay reversion de las alteraciones tras la terapia,

utilizar estos parametros como biomarcadores de la EG.
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ANEXO 1

%GENERALITAT . _ DEPARTAMENT DE SALUT DE VALENCA
N VALENCIANA “DOCTOR PESET

A/A.: Dr. Miguel Ferniandez Zarzoso

Servicio de Hematologia

Diia. Pilar Codofier Franch, Presidenta del Comité Etico de Investigacion Clinica del
Hospital Universitario Dr. Peset.

CERTIFICA:

Que este comité en su reunion celebrada el dia 2 de Agosto de 2017 ha evaluado y ha
aprobado el estudio titulado: Analisis inmunofenotipico de la serie blanca y roja en
pacientes Gaucher tipo 1.

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los
objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el
sujeto.

La capacidad del investigador y los medios disponibles son apropiados para llevar a
cabo el estudio.

Son adecuados la Hoja de informacion al paciente, el procedimiento para obtener el
consentimiento informado, y el modo de reclutamiento previsto.

Avda, Gospor Aguilar, n. 90 - 46017 Valéncia - Tel. (+34) 961 622 300 - Fox (+34) 961 622 501
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% GENERALITAT 1y EPRANET O AL 6 VAEACA
 VALENCIANA “DOCTOR PESET

Se cumplen los preceptos éticos formulados en la Declaracion de Helsinki de la
Asociacién Médica Mundial sobre principios éticos para las investigaciones médicas
en seres humanos y en sus posteriores revisiones, asi como aquellos exigidos por la
normativa aplicable en funcién de las caracteristicas del estudio

Proyecto de investigacion. Tesis doctoral
Cédigo Ceic: 44/17

Fdo.: Dra. Pilar Codoiier Franch

Avda. Gaspar Aguilor, n. 90 - 46017 Voléncic - Tel. (+34) 961 622 300 - Fox (+34) 961 622 501
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ANEXO 2

HOUA DE INFORMACION AL PACIENTE

Version 1.0 01/09/2012

TITULD: “MONITORIZACION E INDIVIDUALIZACION POSOLOGICA DE

GLUCOCEREBROSIDASA EN PACIENTES GAUCHER TIPO 1™

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Elema Gras Colomer del Hospital Universitario Dr. Pesat de

valencia,

PROMOTOR: Fundacion para el fomento de |a investigacion sanitaria y biomédica de

la Comunmitat valenciana (FISABIO)

La enfermedad de Gaucher es una enfermedad debido a la falta total o parcial de una
proteina en el organisme, gue produce un acimule de ciertas sustancias, gue hacen
gue el organismo no funcione adecuadamente. El tratamiento es la reposicion de esa
proteina via intravencsa con Imiglucerasa |Cerezyme”) o Velaglucerasa [Vprip™). Pero
las dosis adecuadas para cada paciente todavia no estan claras, por lo que deseamos
llevar a cabo un estudio para investigar sobre el ajuste de |z dosis de medicamento en

patientes con Enfermadad de Gaucher.

Considerando la enfermedad que wsted padece, EL INVESTIGADOR, RESPONSABLE
CLMICO que le imforma e
HOSPITAL e e |B INIEE 3 participar en este proyecto de
inwestigacion, para lo qua solicitamos su consantimiento.

5u particpacidn es totalmente voluntaria. Antes de decidir si quiere participar o no, le
rogamos lea detenidamente aste documento que incluye la informacion sobre aste
estudio. Queremos asegurarnos de que estd perfectaments informado sobre el
proposito y lo que implica para wsted la participacion en el mismo. Puede formular

todas las preguntas que le surjan y solicitar aclaracion sobre cuzlquier aspecto para

asegurar que entiende todos los procedimientos del estudie, incluyendo los posibles

Cidipgo Pemocnba: FIS- DL 200201 Wersitn 1.0 OLTAEN 2
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riesgos y/'o los beneficios esperados. Mo firme antes de tener la seguridad de entender

todos las aspectos y objetives del estudio.

Prepasite dal estudio.

La posologia actual de los farmacos empleados en |z terapiz enzimatica sustitutiva en
la enfermedad de Gaucher tipo |, esta determinada de acuerdo al peso del paciente y
s& describan criterios para madificacion da dosis basados en las situacionas clinicas del
paciente. El objetive del estudic es establecer dosis optimizadas en funcion de la
cantidad de proteina del paciente y de su situacion clinica, para obtener tratamientos

personalizados y mas coste-efectivos.
Procedimiento,

Fara poder realizar el estudio usted MO tendrd gue acudir mas veces al hospital de las

visitas establacidas por su meédico para el seguimisnto de su enfermedad.

5i desea participar, rellenara un cuestionario sobre su estado salud, y su medico
recopilara su informacion medica necesaria para el estudio. Ademas se necesita
extraer una muestra de su sangre cuando acuda al hospital a penerse la medicacion.
Sera precesada en la Unidad de Investigacion Clinica del Servicie de Farmacia y en la
Unidad de Citometria del Servicio de Hematologia del Hospital Dr. Peset de valencia.
con la muestra, se procederid a la determinacien de la actividad de proteina y se
correlacionara con sus antecedentes clinicos, con la sintomatologia actual, con las
caracteristicas de las células donde se acumula el medicameanto, con |z cantidad de
dosis recibida v comparando esa actividad con |3 cantidad de proteina que tienen los

individuos sanos.

con toda esa informacion sumédico podra decidir si considera adecuado modificar las
dosis de su tratamiento. 5i fuera asi, le extraeramos otro tubo de sangre, cuando
acuda al hospital @ ponerse la medicadon, para comprobar si s2 ha modificado la

cantidad de proteina de su organismao.

Muesiras a recoger.

Como parte de este proyecto y al reunir una serie de condiciones definidas en el
protocolo aprobado por un Comité de Etica de Investigacion, se le va a extraer una

muestra de sangre para utilizarla con fines de inwestigacidn. La investigacion con
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muestras biclogicas tiene come objetive aumentar los conocimientos sobre la
patologia o proceso objeto de astudio v la obtencion y desarrcllo de nuevas estrategias

y terapias aplicables a pacientes

La extraccion de sangre no conlleva mas maolestias que un simple pinchazo en la vena
en el braze. A veces, muy raramente, le puede ocasionar un pegueno hematoma o una
leve inflamacién gue remitirdn en pocos dias. Ademds, en la medida de lo posible,

coincidira con alguna extraccion de rutinag que deba realizarsale.

fici in médi

La participacion en el estudio no conlleva ningun beneficio economico para el sujeto
participante an &l estudio vy no le supone coste algunc. En cualquier caso, los datos
recogidos en el mismo podran derivar en un mayer conocmiento de su enfermedad v

tratamiento.

Su participacion en este estudic es completamentes voluntaria: Si usted decide no
participar recibira tedos les cuidades médicos que pudiera necesitar y su relacien con

los equipos médicos que le atiendan no se vera afectada.

Aspectos Eticos.

La investigacion se desarrollard con el maximo respeto de los derechos individualas,
sagun los postulados aceptados internacionzlmente por las Macones Unidas v la
Comision Europea [Acta de Helsinki de 2008 y Convenio de Cwiedo de 1297). Por allg,
todas las investigaciones que se [leven a cabo contaran con la aprobacién y supervision
de los diferentes Comités de Etica quienes velaran por el cumplimiento de los

postulados anteriormente citados.

Tratamiento de los datos y confidencialidad.

%e solicita su consentimiento para la wtilizacien de sus datos y su muestra para el
desarrolle de este proyecto de inwestigacion. Tanto los datos personales (edad, sexp,
raza), como los datos de salud o la muestra para investigacién, se recogerdn
emgleande un precedimiento de codificacion. Solo su MEDICO RESPOMSABLE podra
relacionar estos datos con usted, siendo responsable de custediar el decumento de
consentimiento. Solo a élfallz le corresponde garantizar el cumplimiente de su

volurtad en relacién al uso da la muestra biolagica que usted cede para investigacion.

Cidigo Peotocalka: FIS-IMI-2002-01 Wiesin 1.0 GLTAENE
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La informacién serd procesada durante el analisis de los datos obtenidos y aparecera
en los informes y/o memorias del Proyecto, aungue en ningum caso serd posible
identificarle, asegurando en todo momento el cumplimiento de la Ley Organica

1571990, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal.

En observancia a esta ley le informamos que los datos de caracter personal recogides
en este estudic pasaran a formar parte de un fichero automatizado que reune las

medidas de seguridad de nivel afto.

Asimisma, los resultados de esta investigacion podran publicarse en revistas cientificas
o presentarse en sesicnes clinicas, pero siempre garantizando el completo anonimato.
El Hospital

garantiza gque en

ningun caso saldra del centro dato alguno que le identifigue parsonalmente.

Se garantiza el respeto a la calidad de los provectos de investigacidn biomedica y el
respeto a la dignidad de las personas durante su consscucion, en cumplimianto de la
Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora de la autonemia del paciente y de
derachos v obligaciones en materia de informacien y decumentacion clinica, v la Ley

1472007, de 3 de julio, da Investigacion biomedica.

idindel -

Puede revocar en cuzlquier momentc su participacién sin necesidad de dar
explicaciones, sin que ello reprasente para usted ningln inconveniente y sin perder &l
derecho a recibir la atencion meédica necesaria para su estado de salud. Mo se
precedera a recoger nuevos datos despues del abandono del estudio. 5i usted
decidiera retirarse en cuzlquier momento del estudio o no desea participar en el

misma la relacidn con su médico MO s2 vera alterada en modo alguno.

Los derechos de acceso, rectificacion, cancelacion y oposicion puede ejercitarlos ante

el

pr./investigador/Clinice que le infarma ..o CUYD fugar de
trabajo es

Cidign Peoocnla: FIS-DAL-2012-00 Wegsiin 10 OLTAEE

Conlidencial

182



ANEXOS

Una vez finalizada |a investigacion, es posible gue existan muesiras sobrantes. En

relacién 2 las mismas, €l investigador procedera a la destruccion de la muestra

sobrante.
Informacidn adicional.

Si usted precisa mayor informacion sobre este estudio pusde contactar com al
investigador principal Elena Gras Colomer (telf. 861622541) del Servicio de Farmacia

del Hospital Universitario Dr. Peset.
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ANEXO AL CONSENTIMIENTO INFORMADO (Versidn 1.0 01/09,/2012).

NOTA ACTARATORTA

El consentimiento informadeo utilizado en los pacientes para la obtencidn de muestras ha
zido el mismo que el utilizado para el estudio “MONITORIZACION E

INDIVIDUALIZACION POSOLOGICA DE GLUCOCEREBROSIDASA EN PACIENTES GAUCHER
TIPC I* dado gue el proyecto de investigacion actual, se complementa en este mismo,
y en el apartado PROCEDIMIENTO, especifica que se realizara un estudio

inmunafenotipicn de estos pacientes:

“8i deseq porticipar, rellenard un cuestionario sobre su estodo salud, v su
médico recopilard su informacion médica necesario poro el estudio. Ademds se necasita

Eextroer ung muestra de sy sangre cuando ocuda ol hospital o panerse ia medicacion.

Serg procesado en lo Unidad de Investigacidn Clinica del Servicio de Formocia y en o

Unidad de Citometria del Servicio de Hematologio del Hospital Dr. Peset de Valencia.

Con lo muestra, 52 procederd o Jo determinocion de la octividod de prateing y se
corfelacionard con sus antecedentes clinicas, con lo sintomotofogia octval, con las

cargcteristicas de las células donde se acumula el medicamento, con la cantidod de

dosis recibida y comparondo esa actividod con lo cantidod de prateing que tienen los

individuos sanos™.

Se adjunta el mngentimien!u informado del estudio “MONITORIZACION E
INDIVIDUALIZACION POSOLOGICA DE GLUCOCEREBROSIDASA EMN PACIENTES GAUCHER

TIPO I* (Versién 1.0 01/02/2012).
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