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Abreviaturas

Abreviaturas

Nota: En el presente trabajo se decidié adoptar algunas de las abreviaturas inglesas
normalmente utilizadas en la literatura especifica del tema en ese idioma, ya sea porque su
uso esta ampliamente difundido en nuestro medio, o por no existir equivalentes de uso
establecido en espafiiol. En estos casos, se aclara la forma inglesa entre paréntesis junto a su
traduccién castellana.

aGal: a-galactosidasa A

AlF: Factor inductor de apoptosis (Apoptosis-inducing factor)

BSA: Seroalbumina bovina (Bovine serum albumin)

cDNA: Acido desoxirribonucleico (ADN) complementario (complementary DNA)

CLEAR: [Red de] Expresion y regulacion coordinada lisosomal (coordinated lysosomal
expression and regulation [network])

CPA: Célula presentadora de antigeno

Ct: Numero de ciclo en la interseccidn con el umbral [en gPCR] ([gPCR] Cycle
threshold)

DC Célula dendritica (Dendritic Cell)

DGJ: Deoxigalactonojirimicina

DMSO: Dimetil sulféxido

DTT: Ditiotreitol

A¥Ym: Potencial de membrana mitocondrial

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético (Ethylenediaminetetraacetic acid)

EF: Enfermedad de Fabry

EL: Enfermedad(es) Lisosomal(es)

ELISA: Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (Enzyme-linked immunosorbent
assay)

ERT: Terapia de reemplazo enzimatico (Enzyme Replacement Therapy)

FACS: Citometria de flujo (Fluorescence Assisted Cell Sorting)
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FSC:
Gb3:
GDI:
GlCer:
GM-CSF:

HDL:
HEPES:
iNKT:
JC-1:
LDL:
LPS:
MC:
M-CSF:

MET:
MO:
MFI:
MPS:
NK:
NLR:
PAMP:
PBMC:
PBS:
pb:
PMSF:
PRR:
RE:
rh-:
RT:
ROS:

SDS-PAGE:

SEAL:
SEM:
SF:
SFB:
SOD:
SSC:
TBS:

TFEB:
TLR:
UPR:

Dispersion frontal (Forward Scatter)

Globotriaosilceramida

Gen de interés

Glucosilceramida

Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (Granulocyte-
macrophage Colony-stimulating Factor)

Lipoproteina de alta densidad (High Density Lipoprotein)

Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperacinetansulfénico

[Célula] T NK invariante (/nvariant NK T [cell])

loduro de 5,5',6,6'-tetracloro-1,1',3,3"-tetraetilbenzimidazolcarbocianina
Lipoproteina de baja densidad (Low Density Lipoprotein)

Lipopolisacarido

Monocito o célula monocitica (Monocytic cell)

Factor estimulante de colonias de macréfagos (Macrophage Colony-Stimulating
factor)

Microscopia electrdnica de transmision

Macrofago

Intensidad de fluorescencia media (Mean Fluorescence Intensity)
Mucopolisacaridosis

[Célula] “Asesina natural” (Natural Killer [cell])

Receptor tipo Nod (Nod-like receptor)

Patron molecular asociado a patdgeno (Pathogen-associated Molecular Pattern)
Células mononucleares de sangre periférica (peripheral blood mononuclear cells)
Solucién tampon fosfato salino (Phosphate Saline Buffer)

Pares de bases

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (Phenylmethylsulfonyl fluoride)

Receptor de reconocimiento de patrones (Pattern recognition receptor)
Reticulo endoplasmico

Recombinante humano

Retrotranscripcidn, o transcripcidn reversa

Especies reactivas del oxigeno (Reactive oxygen species)

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS) (Sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

Sistema endocitico-autofagico-lisosomal

Error estandar de la media (Standard Error of the Mean)

Solucion fisiolégica

Suero fetal bovino

Superoéxido dismutasa

Dispersion frontal (Side scatter)

Solucion tampadn Tris [tris(hidroximetil)aminometano] salino (Tris-buffered
saline)

Factor de transcripcion EB (transcription factor EB)

Receptor tipo toll (Toll-like receptor)

Respuesta a proteinas desplegadas (Unfolded protein response)
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Una parte de los resultados que conforman la presente Tesis fue publicada

oportunamente en los articulos:

e ‘“Leukocyte perturbation associated with Fabry disease.” Rozenfeld P, Agriello E, De

Francesco N, Martinez P, Fossati C. J Inherit Metab Dis. 2009 Mar 7.

e “Higher apoptotic state in Fabry disease peripheral blood mononuclear cells. Effect of
globotriaosylceramide.” De Francesco PN, Mucci JM, Ceci R, Fossati CA, Rozenfeld PA. Mol
Genet Metab. 2011 Nov;104(3):319-24. [Epub 2011 Jun 16]

e “Fabry disease peripheral blood immune cells release inflammatory cytokines: role of
globotriaosylceramide.” De Francesco PN, Mucci JM, Ceci R, Fossati CA, Rozenfeld PA. Mol
Genet Metab. Manuscrito aceptado, en prensa. [12 Feb 2013]. Disponible online en

http://dx.doi.org/10.1016/j.ymgme.2013.02.003
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Ademads, del presente trabajo se desprendieron resultados que fueron presentados en

diferentes reuniones cientificas:

Globotriaosylceramide (Gb;) Induces a Proinflammatory Cytokine Profile in Dendritic
Cells and Macrophages. Consequences for Fabry Disease. De Francesco PN, Mucci JM,
Ceci R, Rozenfeld PA. Lysosomal Disease Network's WORLD Symposium 2013, 13 al 15 de
febrero de 2013, Orlando, Florida, EEUU.

Produccion de citoquinas proinflamatorias por tratamiento con Gb; y DGJ en células
dendriticas y macréfagos derivados de PBMC normales. Implicaciones para la
fisiopatologia de la Enfermedad de Fabry. De Francesco PN, Mucci JM, Ceci R, Rozenfeld
PA. LVII Reunion Cientifica Anual SAIC - LX Reunidn Cientifica Anual SAl 2012, 14 al 17 de

noviembre, Mar del Plata, Argentina.

Evaluation of the apoptotic effect of globotriaosylceramide (Gb;) on normal
mononuclear cells: implication for Fabry disease. P. Rozenfeld, N. De Francesco, C.
Fossati. 60th Annual Meeting of the American Society of Human Genetics. 2 al 6 de

noviembre de 2010, Washington, EEUU.

Elevado nivel de producciéon de citoquinas proinflamatorias en células de respuesta
innata de sangre periférica de pacientes con enfermedad de Fabry. De Francesco PN,
Fossati CA, Rozenfeld PA. LIV Reunidn Cientifica Anual de la SAIC - LVII Reunidn Anual de la
SAl. 18- 21 de noviembre de 2009, Mar del Plata, Argentina.

Apoptosis aumentada por tratamiento con globotriaosilceramida (Gb;) sobre células
mononucleares de sangre periférica. Implicancias para la enfermedad de Fabry. De
Francesco PN, Fossati CA, Rozenfeld PA. LIV Reunidén Cientifica Anual de la SAIC - LVII
Reunion Anual de la SAl. 18- 21 de noviembre de 2009, Mar del Plata, Argentina.

Unfolded protein response (UPR) is not a mediator of apoptosis in peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) from Fabry Disease patients. Rozenfeld P, De Francesco N,
Fossati C. 59th. Annual Meeting of the American Society of Human Genetics. 20 al 24 de
octubre de 2009, Hawaii, E.E.U.U.
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A common cytokine profile in Fabry, Gaucher and Hunter diseases. Rozenfeld P, De
Francesco N, Fossati C. 58th. Annual Meeting of the American Society of Human Genetics.

11 al 16 de noviembre de 2008, Philadelphia, E.E.U.U.

Citoquinas en células mononucleares de sangre periférica en enfermedades de
acumulacion lisosomal. De Francesco PN, Fossati CA, Rozenfeld PA. LVI Reunion Anual de
la Sociedad Argentina de Inmunologia. 22, 23 y 24 de octubre de 2008, La Falda (Cordoba),

Argentina.

Proinflammatory cytokine profile from mononuclear cells of fabry disease patients.
Rozenfeld P, de Francesco N, Kisinovsky |, Fossati C. 8th. International Symposium on

Lysosomal Storage Diseases. 27 y 28 de abril de 2008, Paris, Francia.

Marcadores de apoptosis en celulas mononucleares de sangre periférica de pacientes
con enfermedad de Fabry. De Francesco PN, Procopio D, Fossati CA, Rozenfeld PA. |
Congreso Latinoamericano de Enfermedades Lisosomales. 28 de noviembre al 2 de

diciembre de 2007, San Juan, Argentina.

Flow cytometric study of leukocytes and cell markers from Fabry disease patients.
Rozenfeld P, Agriello E, Martinez P, de Francesco N, Kisinovsky |, Fossati CA. | Congreso
Latinoamericano de Enfermedades Lisosomales. 28 de noviembre al 2 de diciembre de

2007, San Juan, Argentina.

Flow cytometric study of leukocytes and cell markers from Fabry disease patients.
Rozenfeld P, Agriello E, Martinez P, De Francesco N, Kisinovsky |, Fossati C. 57" Annual
Meeting of the American Society of Human Genetics. 21 al 26 de octubre de 2007, San
Diego, E.E.U.U.

Analysis of peripheral blood leukocyte subpopulations and cell markers from Fabry
disease patients. Rozenfeld P, Martinez P, Agriello E, de Francesco N, Aggio M, Kisinovsky
|, Fossati C. 7th. International Symposium on Lysosomal Storage Diseases. 27 y 28 de abril

de 2007, Roma, Italia.
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Introduccion general

Las Enfermedades Lisosomales

Las enfermedades lisosomales (EL) comprenden actualmente un grupo de alrededor
de 70 patologias de origen genético caracterizadas por la deficiencia de alguna de las proteinas
que intervienen en la estructura y funcidon normal de los lisosomas. La incidencia estimada de
todas estas enfermedades tomadas en conjunto varia de 1/4000 a 1/9000 nacidos vivos entre
diferentes reportes bibliograficos (Fuller et al., 2006). El patron de herencia mas comun entre
las EL es el autosémico recesivo, aunque existen tres EL cuyo patrén es ligado al X, siendo la

enfermedad de Fabry una de ellas.

Las EL pueden ser clasificadas segun varios criterios. Mientras que histéricamente
estos desdrdenes fueron agrupados en base a la naturaleza de los sustratos que se acumulan
(esfingolipidosis, mucopolisacaridosis, oligosacaridosis, etc.), en afios recientes se ha afianzado
la tendencia a clasificarlos por el defecto molecular asociado (Tabla 1) (Filocamo y Morrone,

2011; Platt et al., 2012).

Clasicamente, esta familia de enfermedades comprendia Unicamente las deficiencias
de las enzimas catabdlicas lisosomales, hidrolasas acidas encargadas de degradar moléculas
complejas. Mas recientemente, sin embargo, el concepto de EL se ha ampliado para incluir

deficiencias en proteinas necesarias para la modificacién post-traduccional de enzimas



18

Estudio de la Fisiopatologia del Sistema Inmune en la Enfermedad de Fabry
Biog. Pablo Nicolds De Francesco

lisosomales (en su mayoria glicoproteinas), cofactores proteicos, transportadores de
membrana lisosomales, o proteinas importantes para el correcto trafico intracelular entre el

lisosoma y otros compartimentos celulares (Walkley, 2009).

La ausencia o disminucion de una actividad enzimatica lisosomal ocasiona la
acumulacién de sustratos en los lisosomas. Las EL son patologias multisistémicas, crdénicas y
progresivas. Cada EL tiene su patrén especifico de acumulacion de sustancias en los lisosomas,
su conjunto especifico de drganos alterados y por lo tanto, de manifestaciones clinicas en los
pacientes afectados. Al ser patologias progresivas, con la edad del paciente, el avance de la
enfermedad conduce a alteraciones fisiopatoldgicas de los drganos que en muchos casos se

vuelven irreversibles.

El diagndstico de las EL comienza por la sospecha clinica, que, en el caso de no existir
antecedentes familiares, suele requerir de mucha experiencia por parte del médico debido a la
baja incidencia de estas enfermedades y la variabilidad que pueden presentar en la aparicién
de sus signos y sintomas. El protocolo a seguir varia segun cada patologia, pero
invariablemente se apoya en la evaluacién bioquimica, y suele incluir diferentes técnicas para
orientar la evaluaciéon clinica: diagndstico por imagenes, evaluacidon neuroldgica, analisis de

biopsias, etc.

El diagndstico bioquimico de estas patologias se realiza a través de diferentes
métodos, alguno de los cuales son orientativos y otros confirmatorios. Entre los métodos
orientativos se cuenta con la determinacion de sustratos en suero u orina
(glicosaminoglicanos, oligosacaridos, sulfatidos), y la busqueda de rasgos distintivos en los
tipos celulares afectados por microscopia o ultramicroscopia. La medida de actividad
enzimatica es el método confirmatorio para las EL debidas a deficiencias enzimaticas. Las
muestras de referencia (“gold standard”) para esta determinacion son los leucocitos o los

fibroblastos obtenidos a partir de cultivo de biopsia de piel.

El diagndstico se puede complementar con el estudio genético molecular, que se
realiza sobre ADN o ARN aislado de leucocitos o fibroblastos, y puede incluir la busqueda de
mutaciones conocidas, o la amplificacién y secuenciacién de DNA complementario, exones o

regiones completas para identificar las mutaciones patogénicas. La informacién obtenida por
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Tabla 1: Clasificacion de las Enfermedades Lisosomales segun el mecanismo de acumulacion. Se incluyen varios
ejemplos con su causa y érganos y sistemas afectados. Adaptado de Platt et al., 2012.

Mecanismo de
acumulacioén
lisosomal

Ejemplos de
enfermedad

Proteina lisosomal
deficiente (simbolo del
gen)

Sustrato(s) almacenados

Principales érganos
periféricos
afectados

Patologia

del SNC

Deficiencia de actividad
enzimatica lisosomal

(mutacién de enzima
lisosomal, enzima
activadora o cofactor
enzimatico)

Defecto en el tréfico de
enzimas lisosomales

Defectos en proteinas
lisosomales solubles no
enzimaticas

Defectos en proteinas
lisosomales de
membrana

Deso6rdenes
lisosomales de
etiologia no elucidada

Aspartlglucosaminuria

Enf. de Fabry

Enf. de Gaucher tipo 1,
2,y3

Gangliosidosis GM1

Enf. de Krabbe
(Leucodistrofia de
células globoides)

Leucodistrofia
metacromatica

Mucopolisacaridosis

Deficiencia miltiple de
sulfatasas

Enf. de Pompe
Enf. de Sandhoff

Mucolipidosis tipo Il
(enf. de células I) y

Mucolipidosis tipo IIIA
(polidistrofia pseudo-
Hurler)

Enf. de Niemann-Pick
tipo C2

Cistinosis

Enf. de Danon

Desorden de
almacenamiento de
acido sidlico libre
Mucolipidosis IV

Enf. de Niemann-Pick
tipo C1

Lipofuscinosis ceroide
neuronal (NCLs,
incluyendo la enf. de
Batten)

Aspartilglucosaminidasa
(glicosilasparaginasa, AGA)

a-Galactosidasa A (GLA)
B-Glucocerebrosidasa (GBA)
B-Galactosidasa (GLB1)

Galactocerebrosidasa
(GALC)

Arilsulfatasa A (ARSA)

Enzimas involucradas en el
catabolismo de
mucopolisacéaridos

SUMF1 (enzima generadora
de formilglicina, necesaria
para activar sulfatasas)

a-Glucosidasa (GAA)

B-hexosaminidasa Ay B
(HEXB)

N-acetilglucosamina fosforil
transferasa o/ (GNPTAB)

NPC2 (proteina soluble
lisosomal que se une a
colesterol)

Cistinosin (trasnportador de
cisteina, CTNS)

Proteina de membrana
asociada a lisosomas 2,
variante de splicing A
(LAMP2)

Sialina (transportador de
acido sidlico, SLC 1 7A5)

Mucolipina-I (MCOLN1)

NPC1 (proteina de
membrana involucrada en el
transporte de lipidos)

Grupo diverso de
enfermedades con defectos
genéticos en genes
aparentemente no
relacionados, muchos de los
cuales no estan asociados al
sistema lisosomal. Se
desconoce si estos genes
cooperan en vias celulares
comunes.

aspartilglucosamina (N-
acetilglucosaminil-
asparagina)

Globotriaosilceramida,
globlotriaosilesfingosina

Glucosilceramida,
glucosilsesfingosina

Gangliésido GM1,
oligosacaridos

Galactosilceramida

Sulfogalactosilceramida

Mucopolisacéridos

Muiltiples, incluyendo
glicosaminoglicanos
sulfatados

Glucégeno
Gangliésido GM2

Carbohidratos, lipidos,
proteinas

Colesterol y esfingolipidos

Cistina

Glucoégeno y otros
componentes autofagicos

Acido sidlico libre

Mucopolisacaridos y lipidos

Colesterol y esfingolipidos

La lipofuscina
autofluorescente es una
caracteristica comun, con
signos clinicos
convergentes (por €j.
defectos visuales/ceguera)

Esqueleto, tejido
conectivo

Rifién, corazoén,
sistema vascular

Bazo/higado, médula
6sea, hueso
Esqueleto, corazén

Corazon

Cartilago, hueso,
corazén, pulmones

Bazo/higado, hueso,
piel

Musculo esquelético

Esqueleto, corazén

Higado

Rifién, ojo

Mdsculo cardiaco y
esquelético

Higado/bazo,
esqueleto

Ojo

Higado

e

+ (1)
+/- (ITIA)




20

Estudio de la Fisiopatologia del Sistema Inmune en la Enfermedad de Fabry
Biog. Pablo Nicolds De Francesco

estas técnicas, ademas de confirmar el diagndstico, puede servir ademas para el consejo

genético e incluso para evaluar las opciones de tratamiento (Filocamo y Morrone, 2011).

Los tipos celulares afectados en cada enfermedad, asi como los &rganos
comprometidos son particulares de cada patologia. La acumulacion intralisosomal de uno o
mas compuestos no permite explicar completamente la fisiopatologia subyacente en ellas,
pudiendo existir una serie de eventos moleculares asociados a la alteracion lisosomal que, en

conjunto, producirian el fenotipo observado en cada patologia (Cox y Cachon-Gonzalez, 2012).

El amplio espectro de manifestaciones clinicas que se observan en esta familia de
patologias hace dificil describirlas en conjunto. Sin embargo, se ha sugerido la existencia de
rasgos comunes a muchas de ellas, lo que permitiria abordarlas conjuntamente en algunos
aspectos, y, por otra parte, trasladar los hallazgos cientificos realizados en una de ellas a otra
con la que comparta caracteristicas similares. Existen, sin embargo, excepciones a estas
generalidades que obligan a realizar estas comparaciones con cierta cautela. Como ejemplo: si
bien las vias asociadas al estrés del reticulo endopldsmico se han visto activadas en
gangliosidosis GM1 y GM2, en enfermedad de Niemann-Pick tipo C y en la mayoria de las
lipofuscinosis ceroides neuronales, no se ha encontrado evidencia de su activacién en varios
modelos de las variantes neuronales de enfermedad de Gaucher (Farfel-Becker et al., 2009a;

Vitner et al., 2010).

En particular, para explicar la fisiopatologia de varias EL se sugirié hace ya dos décadas
la existencia de una estimulacidn crénica del sistema inmune (Shoenfeld et al., 1982). Esta
respuesta inmune generaria una reaccion inflamatoria que ocasionaria el dafio celular y tisular.
Diferentes estudios en la enfermedad de Gaucher han mostrado una expresion aumentada de
citoquinas proinflamatorias, tales como TNF-a, IL-6, IL-1a, IL-1B, IFN-y, sCD14 (Barak et al.,
1999; Hollak et al., 1997; Hong et al., 2006). En modelos de las enfermedades de Niemann Pick
Tipo C (Wu et al., 2005), Tay-Sachs, Sandhoff y mucopolisacaridosis (Simonaro et al., 2001) se
ha encontrado un estado inflamatorio, como responsable de la fisiopatologia observada.
Ademas, se ha observado un aumento de apoptosis en diferentes desérdenes (Hong et al.,

2004; Moore et al., 2008; Simonaro et al., 2001).

El rol que tienen las alteraciones de los mecanismos de autofagia en las EL se ha

puesto de manifiesto en los Ultimos afios (Ballabio, 2009; Settembre et al., 2008; Sun y
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Grabowski, 2010; Vitner et al., 2010). Los lisosomas juegan un rol central en el procesamiento
y depuracién de sustratos celulares de las multiples rutas que existen dentro del sistema
endosémico-autofagico-lisosomal (SEAL). En este sistema estan involucrados alrededor de 470
genes que constituyen la llamada red CLEAR (coordinated lysosomal expression and regulation,
expresion y regulacidén coordinada lisosomal). Los genes que conforman esta red participan en
la biogénesis y funcionamiento de las vias que conforman el SEAL, y se hallan controlados por
un regulador maestro, el factor de transcripciéon FB (TFEB) (Palmieri et al., 2011; Settembre
et al.,, 2011). En este contexto, los lisosomas son compartimientos que entran en ciclos de
fusion vy fisibn con endosomas tardios y autofagosomas, aportando enzimas para la
degradacion de los sustratos endocitados y fagocitados. Bajo condiciones fisioldgicas, los

endolisosomas y autolisosomas son organelas transientes.

En las EL, la acumulacién de un sustrato primario por una deficiencia genética en
particular puede repercutir de manera severa en la funcidon del SEAL. Cuando una sustancia se
acumula en los auto- y endolisosomas, puede inhibir enzimas catabdlicas y transportadores, lo
cual resulta en una acumulacién secundaria de sustratos (Lamanna et al., 2011; Prinetti et al.,
2011; Walkley y Vanier, 2009). Esta acumulacién de sustratos primarios y secundarios puede
desencadenar una cascada de eventos que tienen efectos no solo en el SEAL, sino en otras
organelas (mitocondrias, reticulo endopldsmico, aparato de Golgi, peroxisomas, etc.), y en la

funcién celular en general.

Se han identificado y descripto para mas de quince EL una amplia variedad de
alteraciones de las vias de fagocitosis y autofagia (Lieberman et al., 2012), por lo que incluso se
ha llegado a considerar estas patologias como “desdérdenes de la autofagia” (Settembre et al.,
2008). Particularmente, en la EF se ha descripto un bloqueo en la maduracién de las vesiculas

autofagicas en biopsias renales de pacientes (Chévrier et al., 2010).

Hasta el afio 1991, el uUnico tratamiento existente para las EL era paliativo de las
manifestaciones clinicas. A partir de ese momento surge el primer tratamiento especifico,
denominado terapia de reemplazo enzimatico (ERT, Enzyme Replacement Therapy),
consistente en la infusidn intravenosa de la enzima recombinante, para la enfermedad de
Gaucher. Este hito desencadend un auge en cuanto a nuevas terapias para otras

enfermedades de este grupo, lo que produjo una revolucién, generando numerosos estudios
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de investigacion clinica y basica. Al momento actual, existen terapias basadas en reemplazo
enzimatico disponibles comercialmente para seis EL (enfermedad de Gaucher, enfermedad de
Fabry, MPS I, MPS VI, MPS Il y enfermedad de Pompe). Existen ademads, otros enfoques
terapéuticos. Uno de ellos se denomina inhibicidn de sintesis sustrato, y consiste en una
terapia oral que apunta a reducir la acumulacién lisosomal gracias a inhibir la ruta de sintesis
de la sustancia acumulada (Abe et al., 2000; McEachern et al., 2007). Otro enfoque es la
terapia con chaperonas quimicas, que son moléculas pequenas que logran mejorar el
plegamiento y estabilizar la enzima mutada, impidiendo su degradacion en el reticulo
endopldsmico. De esta manera, estas moléculas permiten la llegada de la enzima al lisosoma,
donde cumple su funcién con la actividad enzimatica residual que aun posea (Ishii et al., 2007;
Yam et al., 2006). El uso de chaperonas puede aplicarse a casos de pacientes cuyas mutaciones
sean las de cambio de sentido (missense), aunque no todas las mutaciones son respondedoras

a estos farmacos.

Recapitulando, si bien el desencadenante primario de la fisiopatogenia de las EL es el
depdsito lisosomal, la manera en que esa acumulacién genera las alteraciones celulares,
tisulares y orgdnicas, y en ultima instancia las manifestaciones clinicas, es un tema que
requiere aun de investigacion. Es imperativo, también, encontrar las causas de la
irreversibilidad de esas alteraciones organicas. Conocer estos mecanismos fisiopatogénicos
ayudaria a poder controlarlos y manejarlos desde el punto de vista terapéutico con el fin de
reducirlos, detenerlos o en el mejor de los casos, revertirlos. Dentro del complejo y amplio
abanico de las EL, en este trabajo nos concentraremos especificamente en el estudio de la

Enfermedad de Fabry.

La Enfermedad de Fabry

La Enfermedad de Fabry (EF) es una patologia lisosomal causada por la deficiencia de la
actividad de la enzima a-galactosidasa A (aGal, EC 3.2.1.22) (Brady et al., 1967), lo cual
produce la acumulacién de glicolipidos complejos, principalmente globotriaosilceramida
(Gala1->4GalB1->4GIcB->Cer, Gbs, Figura 1) (Kint, 1970). La incidencia es de 1/40.000 a
1/117.000 varones nacidos vivos. Esta deficiencia se debe a mutaciones en el gen GLA,

localizado en el cromosoma X, que codifica para dicha enzima. La herencia de la enfermedad
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es ligada al X, con un patrédn que no es ni recesivo ni dominante. La penetrancia de la EF en
mujeres heterocigotas es considerablemente alta: alrededor del 70% de las pacientes presenta

alguna manifestacién clinica de la enfermedad (Rozenfeld, 2009).

La expresion clinica y la variabilidad fenotipica en las mujeres heterocigotas se explica
por el fendmeno de lyonizacidn (inactivacidn) al azar de uno de los cromosomas X en las
células (Pinto et al., 2010; Whybra et al., 2001). Como resultado de este proceso, las mujeres
presentan un mosaico celular donde se ven reflejadas dos poblaciones distintas, que expresan
los genes de origen paterno o materno. Ya que las células que expresan el alelo normal de
aGal no pueden revertir el fenotipo de las que expresan el alelo mutado, la relacion numérica
entre ambos tipos celulares es la que en definitiva determina la severidad del fenotipo
presentado por las mujeres con EF. La edad al comienzo de los sintomas en mujeres es
generalmente mayor y mas variable que para los hombres, y las manifestaciones son mas

diversas.

Las manifestaciones clinicas de esta enfermedad comienzan en la nifiez, y se caracterizan por
la aparicion de acroparestesias, que se manifiestan como ataques episddicos de dolor
guemante en pies y manos, dolor gastrointestinal, hipohidrosis/anhidrosis, angioqueratomas
aislados (Ries et al., 2005). Alrededor de los 20 afos de edad, se observan angioqueratomas
agrupados en zonas especificas (ombligo, “traje de bafio”, mucosas), proteinuria, ataques de

fiebre, edemas, intolerancia al calor y ejercicio. Una forma de opacidad corneal, cornea

Figura 1: Estructura de la globotriaosilceramida (Gbs). Ndotese que existe una
variabilidad estructural en esta molécula, que viene dada por los diferentes dcidos
grasos que pueden estar esterificados a la esfingosina para dar la porcion de ceramida
(en el ejemplo se ilustra un residuo del dcido estedrico). Por lo tanto, el término Gb; se
refiere en realidad a un colectivo de especies quimicas que difieren en el residuo de
acilacion.
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verticillata, es un hallazgo oftalmolégico comun en la EF, pero no tiene efectos sobre la vision.
Hay manifestaciones auditivas y vestibulares, que incluyen tinnitus, pérdida de la audicién y
vértigo. Los pacientes también sufren de cefalea, y los estudios psiquidtricos muestran una

incidencia alta de depresidn severa.

En los varones afectados, alrededor de la cuarta década de la vida aparecen
complicaciones clinicas que pueden llevar a la muerte: insuficiencia renal crdnica, con
disminucién gradual de la tasa de filtracién glomerular y aumento de la proteinuria, hipertrofia
ventricular cardiaca y accidentes cerebrovasculares. La expectativa de vida de los hemicigotas
se encuentra reducida en 20 afios con respecto a la poblacién general (MacDermot et al.,
2001). En las mujeres, las complicaciones severas estan mas frecuentemente asociadas a la
enfermedad cardiaca y los accidentes cerebrovasculares. La expectativa de vida para las

mujeres es de 70 afos, 15 afilos menos que para la poblacidn general femenina.

Los pacientes con la forma cldsica de la enfermedad tienen una actividad de aGal muy
baja o casi nula. Existen también variantes mas leves o de comienzo tardio, con
manifestaciones que se circunscriben a un solo drgano, tales como la variante cardiaca o la

variante renal (Nagao et al., 1991; Nakao et al., 1995).

Hasta hace unos afios, como ocurria en la mayor parte de las EL, el Unico tratamiento
posible era paliativo. En la actualidad, los avances de la ingenieria genética han hecho posible
el desarrollo de un tratamiento especifico: la terapia de reemplazo enzimatico, que consiste en
la infusidn intravenosa de la enzima alfa-galactosidasa A recombinante, cada 2 semanas
(Schiffmann et al., 2001). Existen dos formas comercialmente disponibles: Agalsidasa alfa
(Replagal®, Shire HGT) y Agalsidasa beta (Fabrazyme®, Genzyme) que estan basadas en
preparaciones enzimaticas producidas de fibroblastos humanos y en la linea celular CHO,

respectivamente.

La efectividad de la ERT en diferentes érganos ha sido evaluada de manera extensa.
Los reportes bibliograficos describen una clara mejoria en la calidad de vida de los pacientes y
la reduccién de la severidad del dolor y las manifestaciones gastrointestinales. El tratamiento
estabiliza o enlentece la disminucién de la funcién renal, y se han descripto mejorias en la
hipertrofia cardiaca, con disminucion de la masa ventricular izquierda. La terapia también

estabiliza la progresion de las manifestaciones auditivas (Mehta et al., 2009).
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Hasta el momento existen pocos estudios realizados que muestren alteraciones
inmunolégicas en la Enfermedad de Fabry. Las células endoteliales y leucocitos se encuentran
en un estado activado y proinflamatorio (DeGraba et al., 2000; Shah et al., 2007). Escasos
reportes bibliograficos muestran la existencia de autoanticuerpos en pacientes con
Enfermedad de Fabry (Arias Martinez et al., 2003; Rahman et al., 1998). Un estudio realizado
en nuestro laboratorio revelé una alta incidencia de autoanticuerpos en suero de pacientes
con Enfermedad de Fabry (Martinez et al., 2007). La muy reciente descripcion de alteraciones
funcionales en linfocitos T natural killer (NK) invariantes (iNKT) de pacientes (Pereira et al.,
2013), constituye un hallazgo novedoso, derivado originalmente de estudios en el modelo
murino de la EF (descripto mas adelante en este texto), y abre nuevas posibilidades para la

exploracién en el campo inmunoldgico en esta enfermedad.

Recientemente fue descripta en la literatura la observacién de niveles plasmaticos
aumentados de una forma deacilada de Gb;, la globotriaosilesfingosina (lysoGbs) en pacientes
con EF, no detectable en individuos normales, que seria un mejor marcador clinico de la EF
(Aerts et al., 2008; Rombach et al., 2010a). A concentraciones patoldgicas, tanto el Gb; como el
lysoGbs; han demostrado tener actividad sobre diferente tipos celulares en la EF: el Gbs induce
estrés oxidativo y la expresion de moléculas de adhesién en células endoteliales, mientas que
el lysoGbs; activa la secrecién de TGF-B y proteinas de matriz en podocitos (Shen et al., 2008;
Sanchez-Nifio et al., 2011). Ambos tipos celulares son de relevancia en la descripcion de las

manifestaciones de la EF.

En el afo 1997, se ha generado un modelo animal de EF, mediante la eliminacién del
gen de la enzima a-galactosidasa A (Ohshima et al., 1997). El fenotipo en el ratdén es mas leve
que el observado en humanos, pero este modelo ha mostrado ser de utilidad para recapitular
algunas de las alteraciones que se observan en la EF, y ha sido utilizado en los estudios
preclinicos de la ERT (loannou etal., 2001). Estos animales presentan una acumulacion
progresiva de Gb; dentro de los lisosomas en dérganos y tejidos, como rifién, corazén, vasos
sanguineos e higado. El modelo murino ha sido de utilidad para estudiar las modificaciones
anatomopatoldgicas y funcionales cardiacas asociadas a la EF (Rozenfeld et al., 2011), asi como
las alteraciones del endotelio vascular (Heare et al., 2007), proveyendo de hipétesis plausibles
para su fisiopatologia (Park et al., 2009, 2008; Shu y Shayman, 2007; Shu et al., 2009). Se han

podido también observar alteraciones neurofisiolégicas y del comportamiento, que son
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trasladables a la neuropatia periférica observada en humanos (Rodrigues etal., 2009), y
alteraciones histolégicas a nivel renal (Valbuena et al., 2011), aunque el modelo no presenta la
disfuncidn renal observada en humanos. En lo que respecta al sistema inmune, se describieron
anomalias numéricas y funcionales en la subpoblacion de linfocitos T natural killer (NK)
invariantes (iNKT) (Gadola et al., 2006; Macedo et al., 2012). Si bien trabajos posteriores no
hallaron evidencias de alteraciones numéricas de la subpoblaciéon iNKT en pacientes con EF
(Balreira et al., 2008; Rozenfeld et al., 2009, que forma parte de este trabajo), muy
recientemente se pudieron describir alteraciones funcionales, similares a las observadas en el

modelo murino, en pacientes con EF (Pereira et al., 2013).
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Hipotesis y objetivos

La hipdtesis que proponemos y evaluamos a lo largo de este trabajo de tesis esta
centrada en la existencia de un estado proinflamatorio en la Enfermedad de Fabry, que
involucra células del sistema inmune y es causado por la acumulacién de globotriaosilceramida
(Gbs) a nivel lisosomal. Esos depdsitos de Gb; generarian el desencadenamiento de
mecanismos patogénicos que producen un aumento de apoptosis y una respuesta inmune
inflamatoria. Estas respuestas serian las responsables de alteraciones en los érganos blanco,

que al ser crénicas y progresivas se tornan, con el tiempo, irreversibles.

El objetivo general del presente trabajo es estudiar la existencia de posibles
alteraciones en el sistema inmune en el contexto de la fisiopatologia de la Enfermedad de

Fabry.
Como objetivos especificos de este trabajo, nos propusimos:

1. Analizar las subpoblaciones de leucocitos de sangre periférica de pacientes con

EF.

La finalidad es encontrar cambios en subpoblaciones leucocitarias,
mediante el estudio de la expresidon de marcadores de superficie y la observacion

de caracteristicas ultraestructurales.
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2. Analizar marcadores leucocitarios relacionados con un posible estado

proapoptético.

La finalidad es analizar la existencia de un estado proapoptdtico en las
células del sistema inmune por medio del andlisis de marcadores de apoptosis,
estudiar sus posibles causas, y correlacionar dichos resultados con la fisiopatologia

de la enfermedad.

3. Profundizar el estudio de un posible estado proinflamatorio presente en la

enfermedad.

La finalidad es evaluar los marcadores proinflamatorios que se podrian
encontrar elevados en las células inmunes en la Enfermedad de Fabry, indagar la causa

de dicho cambio y su efecto en la patologia.
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Materiales y métodos

Pacientes

Se incluyeron para este trabajo muestras de sangre de pacientes con Enfermedad de
Fabry, tanto varones como mujeres (n=43, rango de edades: 3 - 74 afios). El diagndstico de la
enfermedad de Fabry se establecié mediante examen clinico, medida de actividad enzimatica y

prueba genética.

Las manifestaciones clinicas de los pacientes incluyeron angioqueratomas,
acroparestesias, cdrnea verticillata, dolor abdominal, proteinuria e hipohidrosis. Sin embargo
ninguno de los pacientes presentaba insuficiencia renal, insuficiencia cardiaca o antecedentes

de accidentes cerebrovasculares al momento de la participacién en este estudio.

El protocolo de trabajo fue aprobado por el comité cientifico de AADELFA (Asociacion
Médica para el estudio de los trastornos lisosomales y la enfermedad de Fabry en la Argentina)
de acuerdo con lo dispuesto en la Declaracién de Helsinki en 1995. La naturaleza y el propdsito
del estudio se explicaron a todos los voluntarios y todos los pacientes, quienes dieron su

consentimiento informado antes de participar en este estudio.

Veinticuatro pacientes se hallaban bajo terapia de reemplazo enzimatico (ERT) con
Agalsidasa alfa (Replagal®, Shire Human Genetic Therapies, Cambridge, MA, EE.UU.) al

momento del estudio.
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Treinta y cinco individuos sanos (rango de edades: 6 - 55 afios), emparejados por edad

y sexo con los pacientes, sirvieron como controles.

Técnicas generales

Extraccion y procesamiento inicial de las muestras de pacientes

De cada participante se obtuvo una muestra de sangre periférica (10 ml) por puncion
venosa, con heparina como anticoagulante, y se procesé inmediatamente. Las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) se aislaron por separacién en gradiente de

Ficoll-Hypaque (Histopaque 1077®, Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.)

En el caso particular de las muestras usadas en los estudios de marcadores de
superficie de leucocitos, el volumen recolectado fue de 5ml usando EDTA como

anticoagulante, y se trabajé con la sangre entera, como se describe mas abajo.

Cultivo celular

Todos los cultivos celulares realizados en este trabajo se llevaron a cabo en estufas de
cultivo Forma Scientific termostatizadas a 37 °C, con 5 % CO, y humedad constante. Se
utilizaron placas de cultivo de 6, 24, 48 o 96 fosas (wells), y botellas T25 y T75 (Cellstar®,

Greiner Bio-One, Frickenhousen, Alemania).

Se utilizd6 el medio de cultivo sintético libre de suero AIM-V® CTS™ (Invitrogen,

Carlsbad, CA, EE.UU.) salvo indicacién contraria.

Medidas de Expresion Génica

Diserio de cebadores (primers)

Los cebadores (primers) utilizados para la determinacion de expresidon génica fueron
disefiados mediante el programa PerlPrimer. Se buscaron secuencias con una temperatura de
melting de alrededor de 60 °C y una longitud de 20-22 pb. Se verificd la especificidad de las
secuencias elegidas mediante la herramienta Primer-BLAST del National Center for
Biotechnology Information (NCBI, National Library of Medicine, National Institutes of Health,

EE.UU., http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), y se comprobd la ausencia de
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estructuras secundarias en las zonas de hibridacién de la secuencia blanco de cDNA mediante
la herramienta bioinformatica mFold (http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py?#forms::mfold)
(Zuker, 2003). Para todos los cebadores se realizd6 una curva de eficiencia en qPCR con
controles positivos apropiados y se verificd el tamafio del amplicén por electroforesis en gel de
agarosa. Las secuencias de los cebadores utilizados en el presente trabajo se indican en la

Tabla 2.

Extraccion y retrotranscripcion (RT) de ARN

La extraccion de ARN se realizé mediante kits de columnas MiniSpin® (GE Healthcare,
Buckinhamshire, Reino Unido) y se retrotranscribieron utilizando como cebadores una mezcla
de hexameros generados al azar y un kit de reactivos de RT (M-MLV RT®, dNTPs, DTT, RNase-
Out® y First-Strand® buffer) segun las especificaciones del fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EE.UU.), utilizando el siguiente programa: 10’ a 25 °C, 50 a 37 °C, 15’ a 70 °C. Las reacciones se
llevaron a cabo en un termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf AG, Hamburgo,

Alemania).

PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR)

La determinacién de expresion génica sobre muestras de ADN complementario (cCDNA)
se realizé en un termociclador iQ5 (BioRad, Hercules, CA, EE.UU.) por qPCR con SYBR Green,
utilizando una mezcla de reaccién compuesta por 10 pl de cDNA, 1 pl de cada primer (forward
y reverse), y 12 ul de iQ™ SYBR® Green Supermix (BioRad, Hercules, CA, EE.UU.). El programa
de reaccién utilizado fue: 2 min a 50 °C, 10 min a 95 °C, 50 ciclos de 15sa 95 °Cy 60 s a 60 °C,
con una curva final de desnaturalizacidén (melting) de 55 °C a 95 °C (en pasos de 0,5 °C/10s).

Las medidas se realizaron por duplicado por cada gen y muestra.

Para el calculo del nivel expresion de un gen de interés (GDI) en particular se utilizé el
gen de B-actina (ACTB) como normalizador interno en cada muestra, y utilizando los valores
promedio de ciclo al punto de interseccion (Ct, cycle threshold) obtenidos para ambos genes se

calculé la expresién (en unidades arbitrarias) segun la férmula:

Expgpy = 274Ct = 2~ (Ctgai~ Ctacrs)



32 | Estudio de la Fisiopatologia del Sistema Inmune en la Enfermedad de Fabry
Biog. Pablo Nicolds De Francesco

Tabla 2: Secuencia de los cebadores (primers) utilizados para la determinacion de
expresion génica por gPCR

Gen Primer Forward (5'->3') Primer Reverse (5'->3')
ACTB CCTGGCACCCAGCACAAT GCCGATCCACACGGAGTACT
EDEM1 TCCTGACACCAATAATGAGAC ACGACATTGCCTAGTAATCC
IFNG CCAACGCAAAGCAATACATGA TTTTTCGCTTCCCTGTTTTAGC
IL1A TCCCAATCTCCATTCCCAAA AGCCCCGGGAGGTATGC
IL1B GCACGATGCACCTGTACGAT AGACATCACCAAGCTTTTTTGCT
iL4 CGACTGCACAGCAGTTCCA AGGTTCCTGTCGAGCCGTTT
IL6 CGGGAACGAAAGAGAAGCTCTAT  GCGCTTGTGGAGAAGGAGTT
TNF GGAGAAGGGTGACCGACTCA TGCCCAGACTCGGCAAAG
DDIT3 GACTTAAGTCTAAGGCACTG GATACACTTCCTTCTTGAACAC
HSP90B1 ATCAAACCAATATGGCAGAG CATATCATGGAAGTCGTCTG
HSPA5S GGTACTGCTTGATGTATGTC GTCTTTCACCTTCATAGACC
PPP1R15A CCATCTATGTACCTGGAGAG AAATGGACAGTGACCTTCTC
NLRP3 GAATCTCACGCACCTTTACC GCAGTTGTCTAATTCCAACACC

PECAM1 CAAGCTAGGATCATTTCTGGG TGTAGAGAAGGATTCCGTCAC

CcDhid TAAGAGGCAAACTTCCTATCAG CCTTACATCTTCAATTCCTGAG

HLA-DRA TCACCAATGTACCTCCAGAG TCTATGAAACAGATGAGGACG

APEX1 AGGATTAGATTGGGTAAAGG AACATTTGGTCTCTTGAAGG

SoD1 GAGCAGAAGGAAAGTAATGG TGGATAGAGGATTAAAGTGAGG

SOD2 GAACAACAGGCCTTATTCC CTCCCAGTTGATTACATTCC
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Posteriormente, el conjunto de valores de expresion de un gen (en unidades
arbitrarias) obtenidos para un experimento dado se normalizd respecto del promedio de
expresion del grupo control correspondiente, obteniéndose asi un conjunto de valores

correspondientes a las veces de expresion (fold increase) respecto del grupo control.

Citometria de Flujo

Todos los ensayos realizados por citometria de flujo se llevaron a cabo en un
citometro FACScalibur (Becton Dickinson, Mountain View, CA, EE.UU.) y adquiridos con el
software CellQuest (Becton Dickinson, Mountain View, CA, EE.UU.). Los analisis posteriores se
realizaron en los programas CellQuest, Paint-a-Gate PRO (Becton Dickinson, Mountain View,

CA, EE.UU.) y FlowJo (TreeStar, Ashland, OR, EE.UU.).

Métodos inmunoquimicos
ELISA

Las medidas de citoquinas (IL-1B, IL-6, TNF-q, IL-10, TGF-B) realizadas en sobrenadante
de cultivo fueron llevadas a cabo con kits OptEIA® (BD Biosciences, San Jose, CA, EE.UU.)
siguiendo el protocolo del fabricante. Se utilizaron placas Nunc MaxiSorp (Thermo Scientific,

Whaltman, MA, EE.UU.).

SDS-PAGE y Western-Blot

Las separaciones de proteinas se realizaron en geles de poliacrilamida preparados con
una concentracién de mondmero (T%) de 17 %. Las electroforesis se llevaron a cabo en cubas
Tetra Cell (BioRad, Hercules, CA, E.E.U.U.), con una fuente Power Pac Basic (BioRad, Hercules,
CA, E.E.U.U.), utilizando 25mA y 50 mA para las fases de apilamiento y separacion,
respectivamente. Las electrotransferencias se realizaron en cubas MiniProtean Il (BioRad,
Hercules, CA, E.E.U.U.), con la misma fuente, a 70 mA, sobre membranas de nitrocelulosa
(Osmonics, Westboro, MA, EE.UU.). La efectividad de la transferencia se verificé por tincion
reversible con una solucién de rojo Ponceau-acido tricloroacético. Todos los bloqueos e
incubaciones se realizaron con leche descremada 5 % en TBS-Tween 0,1 %, y los lavados con
TBS-Tween 0,1 %. Las incubaciones con anticuerpos primarios se realizaron durante la noche, a
4 °C, mientras que las incubaciones con los anticuerpos secundarios conjugados se realizaron

por 1h a 37°C. El revelado se realizd mediante quimioluminiscencia. El reactivo de
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qguimioluminiscencia utilizado para revelar tuvo la siguiente composicién: 0,25 mM luminol
(Fluka, St Louis, MO, EE.UU.), 0,2 mM &cido p-cumarico (Fluka, St Louis, MO, EE.UU.), 2,9 mM
peroxido de hidréogeno, 10 mM Tris, pH=8,8. Se utilizaron placas fotograficas Amersham
HyperFilm MP (GE Healthcare, Buckinhamshire, Reino Unido), y se revelaron y fijaron de
manera manual utilizando reactivos fotograficos Romek (Gamaxa SRL, Avellaneda, Argentina),

segun instrucciones del fabricante.

Microscopia electrénica de transmisiéon (MET)

La preparacion de las muestras para microscopia electrénica se realizé centrifugando
las células de interés, descartando el sobrenadante y fijando con glutaraldehido 2 % en buffer
fosfato (0,2 M; pH=7,4) a 4 °C por dos horas. Posteriormente, las células fueron lavadas tres

veces con buffer fosfato a 4 °C, centrifugadas y remitidas para su acondicionamiento.

El procesamiento posterior de las muestras fue llevado a cabo en el Servicio Central de
Microscopia Electrdnica, dependiente de la Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad de
Nacional de La Plata, donde se realizaron las tinciones de contraste, la inclusidon en tacos, los

cortes finos y ultrafinos, y las observaciones finales.

El equipo utilizado para las observaciones fue un microscopio electrénico de

transmisién JEM 1200EX 1l (Jeol)
Estadistica
Los andlisis estadisticos realizados en esta tesis fueron llevados a cabo con los

programas Statistica® (StatSoft, Tulsa, OK, EE.UU.) y Prism® (Graphpad, San Diego, CA, EE.UU.)

Los estadisticos particulares utilizados en cada caso se indican en las figuras
correspondientes. Salvo indicacion contraria, se los valores de p<0,05 fueron considerados

estadisticamente significativos.
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Técnicas especificas

Analisis de subpoblaciones de leucocitos vy expresion de marcadores de superficie

Partiendo de alicuotas de 50 ul de sangre periférica, se realizd una marcaciéon con
anticuerpos durante 30 min, en hielo y oscuridad. Luego se lisaron los glébulos rojos mediante
el agregado de una solucidn lisante comercial (BD Biosciences, San Jose, CA, EE.UU.) y una
incubacién posterior en hielo por 10 min. Las células marcadas se lavaron dos veces con PBS,

se resuspendieron, y se procedio a la adquisicién de eventos en el citémetro de flujo.

Se utilizaron los siguientes anticuerpos conjugados a fluorocromo, todos de origen
murino y especificidad anti-humano: CD4-FITC, CD8-PE, CD3-PerCP, CD56+16-PE, CD19-PerCP,
Lin1-FITC, HLA-DR-PE, CD11c-PerCP, CD123-PerCP, CD14-FITC, HLA DR-FITC, CD31-PE, CD1d-PE
(BD Biosciences, San Jose, CA, EE.UU.) y TCR Va24-FITC (Beckman Coulter, Fullerton, CA,
EE.UU.). La marcacion intracelular con CD77(Gbs)-FITC (BD Biosciences, San Jose, CA, EE.UU.)
se realizd luego de llevar a cabo una fijacién y permeabilizacién de la muestra con
Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, San Jose, CA, EE.UU.), segun las indicaciones del fabricante.
Los linfocitos, monocitos y granulocitos se identificaron y seleccionaron seguln sus
caracteristicas de dispersion frontal y lateral de luz (forward scatter/sideways scatter,

FSC/SSC).

De cada muestra se adquirieron 10° eventos. Para determinar si las muestras eran
positivas o negativas para cada marcador en particular, el valor de intensidad de fluorescencia
media (MFI) obtenida en la muestra para ese marcador fue comparado con el valor de MFI

obtenido con los controles de isotipo correspondientes para cada caso.

Apoptosis en PBMC en la Enfermedad de Fabry

Apoptosis por TUNEL

La marcacion por la técnica de TUNEL (Promega, Madison, WI, EEUU) se llevd a cabo
de acuerdo con el protocolo del fabricante. Brevemente, un millén de células mononucleares
obtenidas de pacientes con EF o controles normales fueron fijadas con paraformaldehido 1 % a

4 °C por 20 minutos. Luego de lavar las células con PBS, se agregd etanol 70 % y se incubaron a
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-20 °C por al menos 4 hs. Luego de un lavado, se agregd buffer de equilibracidn y se incubé por
5 min a temperatura ambiente. Se centrifugaron a 300g, se descartd el sobrenadante y se
agrego una mezcla de reaccion compuesta por la rTDT (Deoxinucleotidil Transferasa Terminal
recombinante) y una mezcla de nucledtidos que contiene fluoresceina-12-dUTP. Se incubé a
37 °C por una hora, resuspendiendo cada 15 minutos, y se detuvo la reaccién con 20 mM
EDTA. Luego se permeabilizaron las células mediante la adicién de una solucién de Tritén 0,1 %
con 5 mg/ml de BSA en PBS. Posteriormente se centrifugaron las células y se agregd una
solucion de ioduro de propidio con 250 pug de RNasa A (DNasa-free), y se incubd por 30
minutos. El porcentaje de células positivas para TUNEL y la MFI se analizaron por citometria de

flujo.

Las células mononucleares fueron identificadas y seleccionadas de acuerdo a las
caracteristicas de forward scatter/sideways scatter (FSC/SSC). Para cada muestra se
adquirieron 10° eventos. El porcentaje de células positivas se determiné usando un control
negativo para fijar el umbral de referencia. Para cada muestra de paciente Fabry, al menos un
control normal se proceso en paralelo en la misma corrida. Para validar este procedimiento, se
evalud la variabilidad intra-corrida realizando corridas por cuadruplicado en muestras control

tanto para el ensayo de Anexina V como para el de TUNEL.

Apoptosis por Anexina V

Una alicuota de 50 pul de sangre entera se colocé en un tubo de citometria, y se le
agregaron 300 pl de buffer de unién (HEPES 10 mM, NaCl 140 mM, CaCL, 2.5 mM, pH=7.40),
2 ul de Anexina V-FITC (Becton Dickinson, Mountain View, CA, EE.UU.) y 1 ul de ioduro de
propidio (Sigma, St Louis, MO, EE.UU.). Luego de una incubacién de 30 min a 4 °C en oscuridad,
se analizaron las muestras por citometria de flujo. Se identificaron y seleccionaron las células
mononucleares de acuerdo a las caracteristicas de forward scatter/sideways scatter (FSC/SSC),

y se calculd el porcentaje de células positivas para Anexina V y la MFI correspondiente.

Cuando la técnica se aplico a PBMC en cultivo, se centrifugaron las células a baja
velocidad, se resuspendieron en un pequeiio volumen de PBS y se prosiguié el protocolo de

igual manera que con la sangre entera.
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Despolarizacién de membrana mitocondrial por JC-1

Los cambios en el potencial de membrana mitocondrial (AWm) fueron medidos
mediante el uso de JC-1 (Molecular Probes, Eugene, OR, EE.UU.), un fluorocromo catidnico
lipofilico que forma agregados J (J-aggregates) que producen un cambio batocrémico en el
espectro de absorcidn del compuesto a altas concentraciones. Las PBMC de controles
normales expuestas in vitro a Gb; fueron incubadas por 30 minutos a 37 °C en medio de cultivo
en presencia de JC-1 2 uM. Posteriormente las células fueron lavadas con PBS y analizadas por
citometria de flujo. La despolarizacidon de la membrana mitocondrial se evalud calculando el
cociente entre las fluorescencias verde y roja para cada evento individual, y luego midiendo el
porcentaje de células por encima de un valor umbral y calculando la media geométrica del

pardmetro derivado.

Determinacion de caspasas por immunoblotting

Se obtuvieron lisados proteicos partiendo de células enteras mediante
homogeneizacion de PBMC de pacientes con EF o controles normales en una soluciéon
compuesta por 10 mM HEPES pH=7,9, 1 mM EDTA, 60 mM KCl, 0,2 % Nonidet P40, 1uM DTT, 1
UM PMSF, 0,1 ug/ml aprotinina (Sigma, St Louis, MO, EE.UU.), 0,1 ug/ml leupeptina (Sigma, St
Louis, MO, EE.UU.), 1 uM vanadato de sodio y 5 uM NaF. El contenido total de proteinas se
determind usando el ensayo del acido bicinconinico (BCA, Pierce Laboratories, Rockford, IL), se
separaron 10 pug de proteina total de cada muestra por SDS-PAGE, y se electrotransfirié a una
membrana de nitrocelulosa. Las muestras fueron sembradas en pares de un paciente y un
control, y procesadas juntas. Las membranas se incubaron con anticuerpos monoclonales
primarios especificos para caspasa 3 (Cell Signaling, Danvers, MA, EE.UU.), caspasa 8 (Cell
Signaling, Danvers, MA, EE.UU.), caspasa 9 (Cell Signaling, Danvers, MA, EE.UU.), caspasa 12
(Affinity bioreagents, Rockford, IL, EE.UU.), caspasa 4 (Sigma, St Louis, MO, EE.UU.), seguidos
de un anticuerpo secundario especifico de la porcién Fc del anticuerpo primario y conjugado
con peroxidasa de rdbano (HRP), y luego revelados por quimioluminiscencia. Se utilizd un
anticuerpo monoclonal especifico para B-actina (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,

EE.UU.) como control de carga.
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Tratamientos in vitro de PBMC

PBMC de voluntarios normales se resuspendieron en AIM-V y se sembraron a 10°
células/fosa en placas de 96 fosas, con el agregado de cantidades variables (hasta 40 pM) de
Gb; (Matreya, Pleasant Gap, PA, EE.UU.) en DMSO, o DMSO solo como control de vehiculo (la
concentracién final de DMSO fue 0,1 %). Se incubaron a 37°C y 5% CO, por diferentes

tiempos.

Los experimentos de control donde se inhibié la aGal se realizaron incubando
previamente las PBMC por 24 h con 200uM DGJ (Sigma, St Louis, MO, EE.UU.) antes del
agregado de Gbs. Los experimentos de especificidad se realizaron reemplazando Gbz con

glucosilceramida (Matreya, Pleasant Gap, PA, EE.UU.).

Para el agregado de Gb; o glucosilceramida como complejos con seroalbimina bovina
(BSA), previamente a la adicidn a los cultivos, se incubd por 30 min a 37 °C una solucién de BSA
en PBS con el agregado del glicolipido correspondiente (o sélo el vehiculo para los controles),

de forma tal de mantener una relacién equimolar entre el glicolipido y la proteina

Luego de cualquiera de estos tratamientos, se aplicaron las técnicas de Anexina V,
TUNEL y JC-1 de manera similar a las descriptas anteriormente.

Marcadores de estrés de RE y estrés oxidativo por qPCR

Para obtener controles positivos de activacién de cada uno de los genes asociados a

estrés de RE estudiados, se utilizaron PBMC tratadas con thapsigargina 1 uM por 1 h.

Por su parte, los controles para estrés oxidativo se generaron mediante el agregado

de perdxido de hidrégeno 100 uM en cultivos de PBMC, con una posterior incubacién de 4 h.

Perfil proinflamatorio en la Enfermedad de Fabry

Andlisis de produccién y expresion de citoquinas en PBMC

PBMC aislados de pacientes Fabry y controles normales fueron centrifugadas, y su ARN
total fue aislado y retrotranscripto siguiendo las técnicas antes descriptas. Mediante qPCR se

determind la expresién de los genes IL-1q, IL-1B, IL-6, INF-y y TNF-a. Los valores obtenidos se
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expresaron como veces de aumento (fold increase) de las muestras de pacientes Fabry

comparadas con las provenientes de controles normales.

Por otra parte, alicuotas de las mismas muestras fueron sembradas en placas de 96
fosas a 5x10° células/fosa en 300 pl de medio AIM-V y cultivadas a 37 °C, con 5 % CO, por 24hs.
En el sobrenadante de estos cultivos se determinaron las concentraciones de IL-1p, IL-6, IFNy,
TNF-a, IL-13 e IL-10 mediante ELISA de captura (BD OptEIA®, BD Biosciences, San Jose, CA,
EE.UU.)

Determinacion de citoquinas intracitoplasmadticas en PBMC

Partiendo de PBMC de 6 pacientes Fabry y 4 controles normales, se sembraron 1x10°
células/fosa en 300 ul de AIM-V en placas de 96 fosas, y se realizé un cultivo de 14 hs en
presencia de 1 ug/ml brefeldina A (GolgiPlug, BD BioSciences, San Jose, CA, EE.UU.), con o sin
el agregado de LPS 1 pg/ml como estimulo proinflamatorio. Posteriormente se procedid a lavar
las células con PBS, incubarlas por 10 min a 4 °C con PBS con 10 % suero humano inactivado, y
se agregaron diferentes anticuerpos para realizar la marcacion de superficie: LIN1 y HLA-DR
para evidenciar células dendriticas (LIN1° HLADR'); y CD3, CD56 y CD14 para distinguir
monocitos (CD14") y células NK (CD3™ CD56%). Finalmente, las células fueron fijadas y
permeabilizadas con Cytofix/Cytoperm® (BD Biosciences, San Jose, CA, EE.UU.) siguiendo el
protocolo del fabricante, se llevé a cabo una marcacion intracitoplasmatica para IL-1B, IL-6 y

TNF-q, se lavé y se analizé mediante FACS.

Anadlisis de produccién de citoquinas en THP-1 tratadas con Gb3/DGJ/LPS

Se mantuvieron cultivos de la linea monocitica humana THP-1 en medio DMEM-
Glutamax™ (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) con 10 % SFB (Gibco, Invitrogen, Carlsbad,
CA, EE.UU.), en presencia o ausencia de DGJ 200 uM (Sigma, St Louis, MO, EE.UU.), por 6 dias.
Posteriormente se resuspendieron en AIM-V y sembraron 5x10° células en fosas de 500 pl
manteniendo la concentracidn anterior de DGJ, con o sin el agregado de Gb; 20 uM (Matreya,
Pleasant Gap, PA, EE.UU.) o LPS 1 pug/ml. Luego de 24 hs de cultivo se separd el sobrenadante y
se determind la concentraciéon de IL-1B, IL-6 y TNFa por ELISA de captura (OptEIA®, BD

Biosciences, San Jose, CA, EE.UU.).
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Diferenciacion de monocitos a células dendriticas o macréfagos y andlisis de

citoquinas producidas por tratamiento con Gb3/DGJ/LPS

A partir de concentrados leucoplaquetarios (buffy coats) de donantes normales con
serologia no reactiva (obtenidos a través del servicio de Hemoterapia de La Plata) previamente
diluidos 1:4 con SF se separaron PBMC mediante centrifugacion en gradiente de

Ficoll-Hypaque, con dos lavados posteriores en SF a 300 g y 100 g para eliminar plaquetas.

Para obtener cultivos enriquecidos en monocitos, se resuspendieron en AIM-V las
PBMC obtenidas, se sembraron botellas T-75 con 50 x10° células, se las incubé a 37°Cy 5 %
CO, por 1 h, y se realizaron dos lavados consecutivos con SF para eliminar las células no
adheridas. Se agregd nuevamente medio de cultivo a las células asi obtenidas y se adicionaron
rh-GM-CSF 36 ng/ml y rh-IL-4 20 ng/ml, o rh-M-CSF 30 ng/ml (R&D Systems, Minneapolis,
E.E.U.U.), para diferenciarlas a DC o MF, respectivamente. Estos cultivos se mantuvieron por 6
dias, al cabo de los cuales se cosecharon las células. En este punto se realizaron controles de

diferenciacidn y pureza mediante citometria de flujo marcando con HLA-DR, LIN1 y CD1a.

Las células diferenciadas fueron resuspendidas en AIM-V libre de factores
recombinantes y sembradas a 10° células/fosa de 500 pl, y con y sin el agregado de Gb; 20 uM
(o DMSO como control de vehiculo), DGJ 200 uM y/o LPS 1 pug/ml. Luego de 24 hs de cultivo se
separo el sobrenadante y se determind la concentracién de IL-1B, IL-6 y TNFa mediante ELISA

de captura.

Bloqueo de TLR-4 en cultivos de macréfagos tratados con Gbz/DG]J

Partiendo de macrdfagos diferenciados desde concentrados leucoplaquetarios como
se indicara anteriormente, se trataron previamente las células en AIM-V por 30 min con 10
pg/ml de un anticuerpo blogueante para TLR-4 (eBioscience, San Diego, CA, EE.UU.) o su
control de isotipo, y luego se realizd un cultivo de 14 hs con el agregado de Gb; 20 uM y DGI
200 pM, o DMSO 0,1 % como control de vehiculo. Posteriormente se determinaron en el

sobrenadante las concentraciones de IL-1 y TNF-a por ELISA de captura
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Caracterizacion de leucocitos

en la Enfermedad de Fabry

Introduccion

La Enfermedad de Fabry (EF) se caracteriza por la deficiencia de la enzima lisosomal aGal, cuyo
principal sustrato es el glicolipido globotriaosilceramida (Gbs, que coincide con el marcador de
superficie linfocitario nomenclado como CD77). La acumulacién de Gb; en diferentes tejidos en
la EF (corazén, vasos sanguineos, rifidn, sistema nervioso, tracto gastrointestinal y conjuntiva
ocular) estd bien documentada. Sin embargo, no existian estudios que analizaran la
acumulacion de Gbjs en leucocitos en la EF. Los efectos de esta acumulacidon sobre la dindmica
celular y el metabolismo lipidico en los leucocitos podrian tener un impacto en la funcidn

celular y en el sistema inmune en general.

Los glicolipidos tienen la capacidad de comportarse como antigenos, y pueden ser
presentados a células T NK (NKT) por células presentadoras de antigeno (CPA) en el contexto
de la molécula CD1d (Spada et al., 1998). Las células NKT son un subconjunto de células T que
co-expresan marcadores tipicos de células T activadas y células NK, y cuyo receptor de célula T
(TCR) esta constituido por la cadena invariante Va24-Jal8 combinada con un repertorio
limitado de cadenas VB (Bendelac etal.,, 1997). Las células NKT invariantes tienen una

capacidad Unica de secrecién de IL-4 e IFN-y cuando reconocen al complejo glicolipido-CD1d.
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La a-galactosilceramida es uno de los ligandos mas potentes conocidos de estas células, pero
no tiene ocurrencia en mamiferos. Sin embargo, recientemente se han identificado otros
ligandos lipidicos de origen enddgeno en mamiferos, incluyendo esfingolipidos como la

glucosilceramida (Brennan et al., 2011; Facciotti et al., 2012).

La molécula CD1d pertenece a una familia de glicoproteinas similares a las del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase |, y esta involucrada en las vias de
presentacién antigénica independientes de MHC. CD1d realiza el muestreo de antigenos
glicolipidicos en compartimientos endosémicos de reciclaje y lisosomas, que contienen
repertorios lipidicos diferentes entre si. Luego de su sintesis en el RE, CD1d accede a estos
compartimentos celulares tras cumplir un ciclo que incluye el pasaje por el aparato de Golgi,
un transito a membrana plasmatica y la posterior reinternalizacién por endocitosis (Sugita

et al., 2004).

Aunque la presentacion de péptidos por parte de moléculas del MHC clase Il podria
encontrarse inalterada en diferentes modelos de EL, el procesamiento y/o presentacion de
glicolipidos se encuentran de hecho impedidos (Gadola et al., 2006). El glicoesfingolipido
isoglobotrihexosilceramida, otro sustrato de la aGal, ha sido sugerido como un ligando
enddgeno para las células NKT (Zhou et al., 2004), y produce una respuesta de citoquinas del
perfil Ty1 fuerte con produccién de IFN-y. La acumulacion de glicolipidos en el modelo murino
de la EF condujo a la reduccién del nimero de células NKT (Gadola et al., 2006), efecto que
podria ser mediado por mecanismos indirectos relacionados con la acumulacién de sustratos

(Schiimann et al., 2007).

Existe evidencia que sustentaria la asociacién entre desérdenes esfingolipidicos,
particularmente la enfermedad de Gaucher, e inmunopatologias, tales como mielomas, y en
menor medida, linfomas y leucemias, habiendo descripciones que datan de hace mas de 20
afios (Burstein et al., 1987; Costello et al., 2006; Fox et al., 1984; Marie et al., 1982; Marti
et al.,, 1988). Por su parte, los reportes de neoplasias hematoldgicas asociadas a la EF son
mucho mas escasos (Cybulla et al., 2006). Sin embargo, la literatura médica incluye algunos
reportes de la coexistencia de EF con desérdenes autoinmunes (Arias Martinez et al., 2003;

Martinez et al., 2007; Whybra et al., 2006)



Caracterizacion de leucocitos en la Enfermedad de Fabry | 43
Introduccidn

Teniendo en consideracidn los antecedentes mencionados, el presente capitulo se
dedica al estudio de las poblaciones leucocitarias presentes en la EF, analizando la posible
acumulacién de Gbs, y la existencia de anormalidades en la distribucién de dichas poblaciones

y algunos de sus marcadores de superficie.






Caracterizacidon de leucocitos en la Enfermedad de Fabry | 45
Analisis de subpoblaciones de leucocitos y expresion de marcadores de superficie
en la Enfermedad de Fabry

Analisis de subpoblaciones de leucocitos y expresion de marcadores de

superficie en la Enfermedad de Fabry

Andlisis de subpoblaciones leucocitarias

Para caracterizar las poblaciones leucocitarias y los niveles de expresidon de diversos
marcadores celulares, se realizé una marcacién inmunofenotipica y posterior evaluacion por
citometria de flujo en sangre de pacientes con EF, con o sin tratamiento con ERT, y controles
normales, Las muestras analizadas se incubaron con anticuerpos especificos para CD4, CDS,
CD3, CD56/CD16, CD19, LIN-1, HLA-DR, CD11c, CD123, CD14, CD31, CD1d y TCR-Va24, en

superficie, y CD77 (Gbs) intracitoplasmatico.

Los resultados obtenidos para los porcentajes de cada subpoblacién leucocitaria en los

tres grupos estudiados se presentan en la Tabla 3.

Al comparar con los controles normales, se observd una proporcién mas baja de
monocitos en sangre de pacientes Fabry con (p=0,001) o sin tratamiento ERT (p=0,02),
mientras que no hubo diferencias significativas en los porcentajes de granulocitos. Se observo
también un porcentaje mas elevado de linfocitos en ambos grupos de pacientes (con y sin ERT,
p<0,001). Dentro de la subpoblacién de linfocitos, la proporciéon de linfocitos T CD3°CD8" fue
menor en pacientes sin tratar que en controles o pacientes con ERT (p=0,01), mientras que el
porcentaje de linfocitos B, identificados por CD19, fue mayor en ambos grupos de pacientes
comparados con los controles normales (p<0,002). No se observaron diferencias significativas

en las células T CD4+ o las células NK entre los grupos (Figura 2).
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Tabla 3: Porcentaje de poblaciones leucocitarias de sangre periférica en pacientes Fabry (F) y
pacientes Fabry en ERT (F+ERT), comparados con controles normales (N)

jiat
Subpoblacién . Media = SD Valor p
leucocitaria Porcentaje de
N F F+ERT NvsF Nvs F+ERT Fvs F+ERT
Granulocitos Sangre periférica  55,01+7,52  47,81+6,26  44,3+10,49 NS NS NS
Monocitos 6,88+1,89 3,66+1,32 4,44+1,13 0,001 0,02 NS
Linfocitos 34,1346,36  52,9+10,2  49,01+10,07 0,0001 0,001 NS
cp3* gate Linfocitario  72,88+10,22 69,61+7,21  71,62+6,59 NS NS NS
cp4* 44,25+8,04 46,98+6,87  46,46+8,58 NS NS NS
cpg* 26,1846,27 19,01+4,52  24,11+6,13 0,01 NS NS
CD3" va24" 0,42+0,31 0,48+0,3 0,44+0,37 NS NS NS
CD3* CD4" Va24® gate CD3"Va24® 42,88+23,69 61,01+12,24 61,71+8,28 NS NS NS
CD3" CD8" Va24* 30,53+14,29 24,38+10,05 20,3+10,69 NS NS NS
cD19" gate Linfocitario  12,59+3,83  16,66,86  17,58%5,65 0,004 0,002 NS
NK 11,39+7,82 9,243,15 6,95+3,79 NS NS NS
HLA DR*/lin1° 0,44+0,17 0,17+0,11 0,15+0,08 0,007 0,0001 NS
DC CD11c" 0,1740,11 0,0740,06 0,08+0,04 0,02 NS NS
DC €D123" 0,11+0,05 0,0740,03 0,07+0,03 NS NS NS
90
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Figura 2: Porcentajes de subpoblaciones leucocitarias en sangre periférica de
pacientes con EF (barras grises), pacientes con EF bajo ERT (barras negras), y
controles normales (barras blancas). Se marcaron con asteriscos (*) o con
numerales (#) las diferencias estadisticamente significativas entre pacientes o
pacientes bajo ERT y controles normales, respectivamente.



Caracterizacidon de leucocitos en la Enfermedad de Fabry | 47
Analisis de subpoblaciones de leucocitos y expresion de marcadores de superficie
en la Enfermedad de Fabry

0,6+
[J Normal control
@ Fabry

0,5- M Fabry + ERT
)
@
3
‘O 0,4—' * "
o
(O]
§o]
90 0,34
)
(=
()
© 0,2- .
(@]
o i

0,1-

0,0 = 2

CD CD CD11c+ CD CD123+

Figura 3: Porcentaje de células dendriticas en sangre periférica de pacientes con EF
(barras grises), pacientes con EF en ERT (barras negras) o controles normales (barras
blancas). Se marcaron con asteriscos (*) o con numerales (#) las diferencias
estadisticamente significativas entre pacientes o pacientes bajo ERT y controles
normales, respectivamente.

El nimero total de células NKT (CD3" Va24") no difirid significativamente entre los
grupos. Sin embargo se observé una proporcién mayor de células CD4°CD3'Va24" y una menor
proporcién de células CD8'CD3"Va24" en los pacientes Fabry, aunque no alcanzé significancia

estadistica para ninguna de las dos poblaciones.

Para la subpoblacién de células dendriticas (CD), identificadas como HLA-DR'/Lin-1" se
observé que su frecuencia total en sangre periférica de pacientes con EF era significativamente
mas bajas que en los controles normales (p<0,007). Al considerar las dos subpoblaciones de
DC, el nimero de DC mieloides (CD11c") fue significativamente menor en pacientes sin ERT
que en controles y pacientes en ERT, pero no se observaron diferencias significativas para la

subpoblacién de DC plasmacitoides (CD123") (Figura 3).
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Expresion de Gb; y marcadores de superficie

La acumulacién intracelular de Gb; se analizé mediante su tincién intracelular con un
anticuerpo monoclonal especifico para este glicolipido (anti-CD77). Se observé una intensidad
media de fluorescencia significativamente elevada en linfocitos (p=0,01) de pacientes con
enfermedad de Fabry sin tratamiento previo comparados con los controles normales (Figura
4). Sin embargo, los monocitos y granulocitos de los pacientes con enfermedad de Fabry no
mostraron diferencias significativas. Se observd una tendencia hacia una reducciéon del
contenido intracelular Gb;, evaluado por la MFI, en los pacientes con Fabry en ERT, pero la

diferencia no fue significativa.

Se analizé la expresién superficial de dos moléculas presentadoras de antigeno, MHC
clase Il y CD1d. La expresion de CD1d fue significativamente menor en los linfocitos (p = 0,01) y

monocitos (p=0,005) de los pacientes con Fabry (Figura 5).

[J Normal control

70~ M Fabry
et N M Fabry + ERT

60 -

50

0 10
Co77 FITC

40

304

Contenido intracelular de Gb3 (MFI)

104

Linfocitos Granulocitos Monocitos

Figura 4: Contenido intracelular de Gb; en leucocitos de pacientes con
enfermedad de Fabry (barras grises), pacientes con enfermedad de Fabry en
ERT (barras negras) y controles normales (barras blancas). En el recuadro se
muestran histogramas representativos de una muestra de los controles
normales (linea de puntos), de los pacientes Fabry (linea gruesa), de los
pacientes Fabry en ERT (linea de puntos gruesa) y el control de isotipo (linea
discontinua). Se marca con un asterisco (*) las diferencias estadisticamente
significativas entre pacientes Fabry y controles normales
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La expresion de MHC de clase Il fue analizada en células CD3" y en el gate de
monocitos. El porcentaje de células CD3" (p = 0,02), CD8" CD3" (p = 0,02) y CD8'CD3" (p = 0,01)
en las células que expresaban MHC de clase Il fue menor en los pacientes con enfermedad de
Fabry que en los controles normales (datos no graficados). Sin embargo, la expresion de
superficie, evaluada por MFI, no difirid6 entre los pacientes y controles. Por el contrario, el
porcentaje de células positivas para MHC de clase Il en el gate de monocitos no mostré
diferencias significativas, pero la expresion superficial fue significativamente mayor (p = 0,02)

en pacientes Fabry sin tratamiento previo que en controles normales (Figura 6).
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Figura 5: Expresion de CD1d en la superficie de leucocitos de pacientes con
enfermedad de Fabry (barras grises), pacientes con enfermedad de Fabry en ERT
(barras negras) y controles normales (barras blancas). En el recuadro se muestran
histogramas representativos de una muestra de los controles normales (linea de
puntos), de los pacientes Fabry (linea gruesa), de los pacientes Fabry en ERT (linea de
puntos gruesa) y el control de isotipo (linea discontinua). Se marca con un asterisco (*)
las diferencias estadisticamente significativas entre pacientes Fabry y controles
normales
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Figura 6: Expresion de MHC clase Il en la superficie de leucocitos de pacientes con
enfermedad de Fabry (barras grises), pacientes con enfermedad de Fabry en ERT
(barras negras) y controles normales (barras blancas). En el recuadro se muestran
histogramas representativos de una muestra de los controles normales (linea de
puntos), de los pacientes Fabry (linea gruesa), de los pacientes Fabry en ERT (linea de
puntos gruesa) y el control de isotipo (linea discontinua). Se marca con un asterisco (*)
las diferencias estadisticamente significativas entre pacientes Fabry y controles
normales

También se determind la expresidn de las moléculas de adhesién CD31 y CD38 en la
superficie de leucocitos. La expresion de superficie de CD31 en los linfocitos CD3*, monocitos y
granulocitos, evaluado por MFI, fue significativamente mayor (p <0,04) en ambos grupos de
pacientes con enfermedad de Fabry que en los controles normales (Figura 7), pero no se

observaron diferencias en el analisis del marcador CD38 (no mostrado).
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Figura 7: Expresion de CD31 en la superficie leucocitos de pacientes con enfermedad
de Fabry (barras grises), pacientes con enfermedad de Fabry en ERT (barras negras) y
controles normales (barras blancas). En el recuadro se muestran histogramas
representativos de una muestra de los controles normales (linea de puntos), de los
pacientes Fabry (linea gruesa), de los pacientes Fabry en ERT (linea de puntos gruesa)
y el control de isotipo (linea discontinua). Se marca con un asterisco (*) las diferencias
estadisticamente significativas entre pacientes Fabry y controles normales

Expresion génica de marcadores de superficie en PBMC de pacientes

con Enfermedad de Fabry

Teniendo en cuenta los resultados previamente obtenidos sobre la expresion

superficial alterada de CD1d, MHC clase Il y CD31 en diferentes subpoblaciones de PBMC en

pacientes, decidimos indagar si estos cambios podian evidenciarse a nivel de expresion génica.

Para ello realizamos una medida de expresion para los genes CD1D, PECAM1 y HLA-DRA

(correspondientes a CD1d, CD31 y unas de las moléculas constituyentes del MHC clase I, la

cadena a del HLA-DR, respectivamente) mediante RT-gPCR sobre PBMC, tanto para pacientes

como para controles normales.
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Figura 8: Expresion génica de CD1D, HLA-DRA y PECAM1 en PBMC de pacientes Fabry (F) y
controles normales (N)

Los resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas entre pacientes vy
controles para ninguno de los tres genes medidos (Figura 8). Esto indicaria que las diferencias
observadas por citometria de flujo para estas moléculas de superficie no se deben a una

alteracion en la expresion génica, sino a algun proceso posterior.

Caracteristicas ultraestructurales de las PBMC en la Enfermedad de

Fabry mediante microscopia electronica de transmision (MET)

Con el fin de profundizar la caracterizacién de las PBMC en la enfermedad de Fabry, se
realizaron estudios ultraestructurales por microscopia electrénica de transmisién (MET) de

células de pacientes con EF, contrastandolas con las de controles normales.

Para ello, se obtuvieron PBMC por separaciéon en gradiente de ficoll de sangre
periférica, se fijaron con glutaraldehido y se remitieron para su posterior procesamiento,

montaje, corte y observacién.

La observacion de la ultraestructura de los PBMC provenientes de pacientes con EF nos
permitiod identificar la presencia de inclusiones con una disposicién de capas concéntricas
electrondensas, compatibles con la presencia de cuerpos lamelares. Estas estructuras estan

formadas por el acimulo de glicolipidos no procesados, y constituyen una caracteristica
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distintiva de varios tejidos cldsicamente afectados en la Enfermedad de Fabry (Desnick et al.,
2000; Askari etal.,, 2007; Chévrier etal., 2010; Rozenfeld etal., 2006). Estas inclusiones
pudieron ser observadas tanto en células con morfologia de linfocitos como de

monocitos/macréfagos (Figura 9 y Figura 10).

Si bien estas inclusiones lamelares no fueron muy abundantes, su presencia no pudo
ser observada en las muestras provenientes de controles normales, constituyendo una
caracteristica diferencial. La presencia esporadica de estas inclusiones estaria en concordancia

con las observaciones de niveles ligeramente elevados de Gb3 en linfocitos de pacientes Fabry.
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Figura 9: Inclusiones lamelares (flechas) observadas mediante microscopia electrénica de
transmisién en un linfocito (panel superior) y un monocito/macrofago (panel inferior)
provenientes de un paciente con EF. Los recuadros pequefios muestran un campo mds amplio
de la zona observada. Claves: n: nucleo, m: mitocondria, asterisco: artefacto debido a un
pliegue en el corte ultrafino.



Caracterizacidon de leucocitos en la Enfermedad de Fabry | 55
Caracteristicas ultraestructurales de las PBMC en la Enfermedad de Fabry
mediante microscopia electrénica de transmision (MET)

Figura 10: Inclusiones lamelares (flechas) observadas mediante microscopia electronica de
transmision en diferentes células provenientes de PBMC de pacientes con EF.A) linfocito; B)
monocito; C) linfocito; D) monocito (sup.) y linfocito (inf.) en contacto; E) monocito/ macréfago,
con estructuras compatibles con una vacuola autofdgica; F) monocito. Claves: n: nucleo, m:
mitocondria, li: lisosoma, asterisco: artefactos debidos al pliegues en el corte ultrafino.
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Apoptosis en PMBC en
la Enfermedad de Fabry

Introduccion

La inflamacion y la apoptosis han sido estudiadas extensamente en modelos murinos
de diferentes EL, y parecen ser un hallazgo comun. Estudios en modelos animales de EL han
demostrado apoptosis aumentada en condrocitos en mucopolisacaridosis (MPS) VI (Simonaro
et al., 2001), una reduccion en la expresion del represor de apoptosis Bcl-2 en cerebros de un
modelo murino de enfermedad de Gaucher (Hong et al., 2004) y un aumento en la tasa de
muerte celular en cerebro para el modelo murino de la enfermedad de Niemann-Pick tipo C
(Wu et al., 2005). Ademas, las células de pacientes con EL diferentes son mas susceptibles a

entrar en apoptosis (Wei et al., 2008).

La apoptosis es un proceso natural por el cual las células sufren muerte celular para
controlar el nimero de células y la proliferacion, y forma parte normal del desarrollo. Una
desregulacion en apoptosis puede romper el delicado balance que existe entre proliferacion y

apoptosis.

Existen tres vias de muerte celular por apoptosis: la via extrinseca, que sefializa a
través de receptores de muerte asociados a la membrana plasmatica (Green y Kroemer, 2004),

la via intrinseca, que involucra a las mitocondrias (Nagata, 1997), y la via de estrés del reticulo
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endoplasmico (RE), que se activa ante una sobrecarga continua de proteinas mal plegadas en
el RE (Boyce y Yuan, 2006). Estas vias estan caracterizadas por el reclutamiento especifico de
distintas caspasas iniciadoras: la caspasa 8, la caspasa 9 y la caspasa 4/12, respectivamente.
Todas estas vias convergen finalmente en la activacién de la caspasa 3, una caspasa efectora
comun a las tres rutas, la cual cliva proteinas regulatorias y estructurales, desencadenando

eventos que conducen a la muerte celular (Thornberry y Lazebnik, 1998)

La via extrinseca se inicia por la activacidon de los receptores CD95 (Fas, APO-1),
receptor 1 de TNF, receptores TRAIL 1 y 2, que producen el reclutamiento de la proteina
adaptadora FADD y luego caspasa 8, que activa a la caspasa 3 (Elmore, 2007). La via intrinseca
se caracteriza por una pérdida del potencial de membrana mitocondrial, liberacién de
citocromo c¢ desde la mitocondria hacia el citoplasma, donde interactia con Apaf-1, que
recluta a caspasa 9, la cual finalmente activa la caspasa 3 (Budihardjo et al., 1999). Ambas vias
convergen a una ruta final comun que lleva al clivaje de proteinas regulatorias y estructurales
que culmina en la muerte celular (Thornberry y Lazebnik, 1998). Ademas de las dos vias
clasicas de muerte celular programada, el tercer mecanismo que conduce a apoptosis viene
dado por la acumulacidén de proteinas mutantes con defectos de plegamiento (Carrell y Lomas,
1997), que generan estrés en el RE y activan un mecanismo conocido como respuesta por
proteinas desplegadas (UPR, unfolded protein response) (Mori, 2000; Shen et al., 2004). En
aquellos casos donde existe un nivel sostenido de estrés en el RE se genera muerte celular
programada a través de distintos mediadores: activacion de caspasa 12, aumento de sintesis
de CHOP mediante la via de activacion de PERK, la fosforilaciéon de elF2a y activacién por IER1

de la JNK (Nakagawa et al., 2000; Urano et al., 2000; Zinszner et al., 1998).

Los procesos asociados al estrés del RE tienen relevancia en el contexto de las
enfermedades lisosomales, ya que mutaciones en las proteinas lisosomales pueden conducir al
mal plegamiento de la proteina, lo que generaria una alteracion en el trafico normal de la
proteina al lisosoma. De hecho, el estrés de reticulo es un hallazgo comun en varias EL (Vitner

et al., 2010).

El plegado de proteinas en el lumen del RE es asistido o facilitado por un nimero de
chaperonas moleculares, que incluyen BiP/GRP78 (codificada por el gen HSPA5) y GRP94 (gen

HSP90B1), asi como enzimas de plegado como la proteina disulfuro isomerasa (DPI) y la
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peptidil-prolil cis-trans isomerasa. En respuesta a la acumulacién de proteinas mal plegadas en
el RE, las células eucariotas activan una via de sefializacion intracelular desde el RE al ntcleo, la
respuesta a proteinas desplegadas (UPR), que resulta en la regulacion transcripcional positiva

de estas proteinas residentes en el RE (Shen et al., 2004).

Dado que los genes diana del UPR codifican para la mayoria de las chaperonas vy
enzimas involucradas en el plegamiento en el RE, asi como numerosas proteinas que actldan en
diversas etapas de secrecion, el UPR tiene un propdsito doble: aumentar la capacidad de
plegamiento de las proteinas sintetizadas en el RE y remodelar especificamente las vias
secretoras para minimizar la cantidad y/o concentracién de las proteinas mal plegadas en el RE

(Mori, 2000).

Otro elemento de relevancia en el contexto de la apoptosis en las enfermedades
lisosomales es el estrés oxidativo. Existe evidencia creciente que sugiere que las especies
reactivas del oxigeno (ROS, reactive oxygen species) podrian participar como inductoras de la

apoptosis en varias EL (Vitner et al., 2010; Wei et al., 2008).

El estrés oxidativo, causado por el desequilibrio entre las ROS y los sistemas anti-
oxidantes de la célula, puede conducir a la modificacion de macromoléculas tales como ADN,
lipidos, y proteinas. Debido a que el estado redox de las células esta implicado en la regulacion
de diversos factores de transcripcidon importantes para la expresion de genes y la modulacion
de vias de sefalizacién, la existencia de niveles apropiados de ROS es necesaria para el
funcionamiento fisioldgico normal. Sin embargo, el exceso de ROS puede provocar dafios en el
ADN, reprimir la actividad de las enzimas celulares, e inducir la muerte celular a través de la

activacion de quinasas y cascadas de caspasas.

Existen varios sistemas celulares encargados de mantener la homeostasis de ROS e
impedir una sobrecarga que conduzca a estrés oxidatvo. Entre ellos, las superdxido dismutasas
(SOD) cumplen un rol central. Existen tres isoformas de estas proteinas: la citoplasmatica
(Cu/Zn-SOD, o SOD1), la mitocondrial (Mn-SOD, o SOD2) y una tercera forma extracelular
(SOD3). De estas tres, las dos primeras son las mds importantes, siendo la SOD2 una isoforma

facilmente inducible ante una sobrecarga transitoria de ROS (Miao y St Clair, 2009).
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En el presente capitulo, evaluaremos como hipétesis la existencia de una alteracion en
la homeostasis inmunolégica en la EF, posiblemente asociada a un estado proinflamatorio, que
conduciria a un una mayor tasa de muerte celular por apoptosis. Para ello, estudiaremos el
estado apoptético de PBMC de pacientes con EF mediante diferentes marcadores, y
analizaremos la relevancia que tienen para este proceso los niveles elevados de Gbs hallados

en la enfermedad.
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Marcadores de apoptosis en PBMC en la Enfermedad de Fabry

Se estudio el estado apoptdtico en PBMC de pacientes con EF, tanto tratados con ERT
como sin tratar, mediante los ensayos por citometria de flujo de Anexina V y TUNEL, para

evaluar los eventos apoptdticos tempranos y tardios, respectivamente.

Los histogramas obtenidos para Anexina V y TUNEL mostraron niveles de fluorescencia
mayores para los pacientes Fabry sin tratar comparados con pacientes tratados o controles
normales (figura 11, panel superior). Se calcularon los cocientes de las intensidades medias de
fluorescencia (MFI) obtenidos por Anexina V y TUNEL para pacientes tratados y sin tatar,
respecto de las MFI obtenidas para controles normales procesados en paralelo. De esta
manera, se observd que una proporcidn considerable de los pacientes Fabry sin tratar
presentaban cocientes mayores que la unidad, lo que es indicador de un estado apoptético
mas elevado en las PBMC de estos pacientes comparados con los controles. Mas aun, los
pacientes Fabry que estaban sujetos a ERT presentaron cocientes de MFI menores que los
observados para pacientes sin tratar, especialmente en el ensayo de Anexina V (p=0,034), lo
que pone de manifiesto una diferencia significativa entre ambos grupos de pacientes (figura

11, panel inferior).
Vias apoptadticas activas en PBMC en la Enfermedad de Fabry

Con el fin de investigar si la apoptosis observada en PBMC de pacientes es mediada, al

menos parcialmente, por caspasas, se realizaron ensayos de immunoblotting en lisados de
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Figura 11: Determinacion de apoptosis por andlisis de Anexina V y TUNEL mediante
citometria de flujo en PBMC de pacientes Fabry sin tratar y con ERT, comparados con
controles normales. Se muestran histogramas (panel superior) y los cocientes entre los
valores de MFI de pacientes y controles normales (panel inferior), obtenidos por
Anexina V (Ay C) y TUNEL (By D).

PBMC de pacientes Fabry y controles normales, analizando, en primer término, los niveles de

caspasa 3, ya que cumple el rol de efector final comun de las vias apoptdticas de caspasas.

Las muestras de pacientes mostraron un nivel mas elevado de caspasa 3, comparados
con los controles normales (figura 12). No se logré determinar la presencia de la forma activa
de la caspasa 3 en ninguna de las muestras, debido probablemente a que las concentraciones

de este polipéptido se encuentren por debajo del nivel de sensibilidad del ensayo utilizado.
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Figura 12: Immunoblotting de las caspasas 3, 9, 12 y 4 en PBMC de pacientes Fabry
tratados con ERT y sin tratar, y controles normales. Se utilizé 8-actina como control de
carga.

Para investigar cual es la via apoptodtica que se encuentra activada en la enfermedad
de Fabry, analizamos a continuacién los niveles de cada una de las caspasas especificas
iniciadoras de las tres diferentes vias: caspasa 8 (via extrinseca), caspasa 9 (via intrinseca) y

caspasas 12 y 4 (vias asociadas a estrés del reticulo endoplasmico).

Los niveles de caspasa 8 no fueron detectables en ninguna de las muestras. Por su
parte, los niveles de caspasas 9 y 12, tanto en sus formas completas como en sus productos
activos clivados, fueron mas elevados en las muestras provenientes de pacientes Fabry que en
las de controles normales. Los niveles de caspasa 4 fueron variables al comparar pacientes y
controles. No se evidenciaron diferencias en los niveles de ninguna de las caspasas estudiadas

entre pacientes tratados con ERT y sin tratar.



64

Estudio de la Fisiopatologia del Sistema Inmune en la Enfermedad de Fabry
Biog. Pablo Nicolds De Francesco

Tratamiento in vitro de PBMC con Gb3

Habiendo detectado un mayor nivel de apoptosis en células de pacientes Fabry,
decidimos analizar si el aumento en la exposicion al Gb; era la causa de la mayor muerte
celular. EI Gb; es el principal sustrato de la a-galactosidasa A, y sus concentraciones
plasmaticas estan frecuentemente elevadas en los pacientes con Enfermedad de Fabry
(Togawa et al., 2010). Para estos experimentos tratamos PBMC normales con Gb; 20 uM, una
concentracién comparable con la hallada en el plasma de pacientes Fabry hemicigotas, por

diferentes tiempos.

El andlisis de apoptosis mediante Anexina V reveld niveles apoptdticos aumentados en

las células tratadas con Gb; respecto de las células control, de 1 a 6 hs (figura 13, A). El ensayo

A Jc-1 Anexina V TUNEL
oz 5 oz 16 oz 10
s S73 s9
3 S < ER-]
35 o 3E 3E 8
%o %5 o0
Qo= Q= =
82 s g3 82 .
3 g 2 3 8 ) g 4
o .2 o .= 2 =
sg 1 g g 2
C o S o C o
3% o 38 os 3% o
0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20
Tiempo (h) Tiempo (h) Tiempo (h)
B Jc- Anexina V TUNEL
800 160 200
5 600 2 140 5 150
S £ [
€N S =
gz 400 T 8
o% T 120 9 100
[THgT] = ™
S < H
& 200 100 x50
1004 e
0 10 20 30 40 50 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Gb3 (uM) Gb3 (uM) Gb3 (uM)

Figura 13: Determinacion mediante citometria de flujo de la despolarizacion de la
membrana mitocondrial por JC-1, y de apoptosis por Anexina V y TUNEL en PBMC de
controles normales tratados con Gbs. En el panel A se muestran las cinéticas de estos
tres pardmetros durante el tratamiento con Gb; 20uM. En el panel B se representan
las respuestas dosis-dependientes ante el agregado de Gb; medidas por JC-1 a 1h,
Anexina V a 1h y TUNEL a las 3h. Los datos se expresan como cociente entre células

tratadas y controles.
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Figura 14: Recuento de células muertas realizados a distintos tiempos en cultivos
tratados con Gb; 20 uM o control, mediante la tincion vital de azul tripdn. Los
resultados se expresan como porcentaje de células muertas respecto del recuento
total.

de TUNEL mostré un maximo de apoptosis alrededor de las 3 hs post tratamiento con Gbs.
Cuando se realizaron recuentos utilizando azul tripan como tincidn vital, se observé un mayor

numero de células muertas en las PBMC tratadas con Gb; (Figura 14).

Para verificar si la apoptosis inducida por Gb; era mediada por la via intrinseca,
también se analizaron los cambios en el potencial de membrana mitocondrial (AWYm) mediante
la sonda JC-1 por citometria de flujo. Los aumentos observados en el porcentaje de células
positivas y en la media geométrica del cociente entre las fluorescencias verde/roja indicaron
una induccién en la despolarizacion de la membrana mitocondrial ante el agregado de Gbs.

Estos resultados son compatibles con la activacion de la via intrinseca de apoptosis.

Para validar estos hallazgos, realizamos un analisis de dosis-respuesta sobre PBMC
normales, cultivdndolas con dosis crecientes de Gbs, en un rango de 2,5 a 40 uM. Tanto los
analisis de apoptosis por Anexina V a 1h o por TUNEL a 3h, como la pérdida del AYM medida
por JC-1 mostraron una fuerte correlacidn positiva con la dosis de Gb3, confirmando el efecto

apoptotico de niveles patolégicamente elevados de Gb; sobre PBMC normales (Figura 13, B).

Cuando estos mismos ensayos se realizaron sobre PBMC normales que habian sido
previamente incubadas con DGJ a concentraciones inhibitorias para la a-galactosidasa A, las

respuestas observadas no se vieron alteradas, indicando que el Gb; produce apoptosis en estas
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Figura 15: Determinacion mediante citometria de flujo del nivel de apoptosis por la
técnica de Anexina V en células mononucleares normales cultivadas con diferentes
concentraciones de Gbs, sin tratamiento previo (Gb3) o tratados previamente con DGJ
200 uM (Gb3+DGJ). Los resultados mostrados corresponden al promedio de dos
experimentos independientes, y se expresan referidos al valor de MFI del control (0 uM
Gbs). Las barras de error (SEM) han sido desplazadas ligeramente en el sentido
horizontal para que puedan distinguirse las dos series.

condiciones independientemente del nivel de actividad de a-galactosidasa A presente en las

células (Figura 15).

Dada la naturaleza anfipatica del Gbs, su presencia en el plasma se encuentra
distribuida entre las diferentes fracciones lipoproteicas circulantes. Las proporciones en las
que el Gb; se distribuye entre las diferentes fracciones lipoproteicas no difieren entre
pacientes con EF e individuos sanos, si bien la concentracién plasmatica total de Gb; es mas
elevada en los pacientes. (Clarke, 1981; Clarke et al., 1976; Vance et al., 1969). Las formas
mayoritarias en las que puede hallarse el Gb; en el plasma son formando parte del LDL y del
HDL, y en menor proporciéon complejado con albimina sérica (lo que en la literatura se suele
designar como residuo de ultracentrifugacion). Sin embargo, se ha demostrado que el Gb;
ligado a LDL y HDL no se intercambia facilmente con otras fracciones lipoproteicas en plasma
(a diferencia de lo que ocurre con otros lipidos, como el colesterol o los triglicéridos),
conformando asi un pool endégeno fuertemente asociado a estas lipoproteinas (Clarke y
Stoltz, 1976), por lo que seria razonable pensar que la fraccion ligada a albumina es la que con
mayor facilidad podria participar en intercambios e interacciones con los leucocitos en

circulacion.
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Figura 16: Determinacion de apoptosis mediante citometria de flujo por Anexina V en
un experimento de cultivo de PBMC normales con el agregado de cantidades
crecientes de Gb3, Gb3 complejado equimolarmente con BSA (Gb3:BSA), GICer, o GlCer
complejado equimolarmente con BSA (GICer:BSA). Los resultados se expresan como
porcentaje respecto del valor de MFI del control correspondiente.

Para probar si la manera de vehiculizar el agregado de Gbs; en los experimentos
modificaba su efecto, también se realizaron ensayos con Gb; formando un complejo con
albumina sérica bovina (BSA) en relacién molar 1:1. Se comprobd que este tratamiento previo
no alteraba los efectos apoptéticos sobre PBMC previamente observados (Figura 16). Es
importante notar que aunque no se hubiera agregado como complejo el Gb; para realizar los
experimentos, el medio de cultivo utilizado, AIM-V, contiene cantidades considerables de
albumina en su formulacidn, lo que junto con la relativamente baja cantidad de Gb; agregada,
podria llevar a una rapida distribucién del Gb; entre sus formas libres (monomérica o

multimérica) y unidas a albumina.

Se realizaron también, en paralelo con los experimentos arriba citados, ensayos de
apoptosis en los cuales se reemplazd el Gb; con glucosilceramida (GlCer, GalB1->4GIcB-Cer),
un lipido neutro de la misma familia estructural, con el fin de indagar la especificidad del
efecto observado con Gbs. En estos experimentos con glucosilceramida los efectos apoptdticos
desaparecieron, mostrando que los fendmenos antes observados son especificos del Gb;

(Figura 16).

En conclusidn, los hallazgos descriptos muestran un efecto directo de dosis

patoldgicamente elevadas de Gb; sobre la fisiologia de las células mononucleares, que podria
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sugerir una relacidon causal con la apoptosis observada en pacientes. La observacién de la
disrupcion del potencial mitocondrial mediante JC-1 indicaria la activacion de la via intrinseca

de apoptosis como mediadora de este proceso.

Marcadores de estrés de reticulo endoplasmico en PBMC en la

Enfermedad de Fabry

Al estudiar los niveles de las diferentes caspasas implicadas en los mecanismos de
apoptosis en PBMC en la EF, se pudo determinar que los niveles de caspasa 12 se hallaban
elevados, y los de caspasa 4 eran variables, en pacientes respecto de controles. Estas dos
caspasas, como se nombrd anteriormente, se encuentran involucradas en la via de apoptosis
asociada al estrés del RE. Por otra parte, se ha sugerido en la literatura que el estrés de RE es
una caracteristica comun a varias EL (Wei et al., 2008). En consecuencia, decidimos estudiar si

el aumento de apoptosis observado en PBMC en la EF podria estar asociado a estrés en el RE.
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Figura 17: Andlisis de expresion de genes relacionados al estrés de RE por RT-qPCR en PBMC
de pacientes Fabry sin ERT (F), pacientes bajo ERT (Fgzr) y controles normales (N). Los valores
estdn mostrados como aumento de expresion (fold increase) respecto de la media de los
controles normales.
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Para ello, se analizé la expresion de cinco genes relacionados al estrés del RE: HSPAS
(BiP), DDIT3 (CHOP), PPP1R15A (GADD34), EDEM1 y HSP90B1. Las medidas se realizaron por

RT-gPCR sobre PBMC de pacientes con EF, con y sin ERT, y controles normales.

La expresidon fue altamente variable entre las diferentes muestras de pacientes
analizadas (Figura 17). Para el panel de genes estudiados, observamos algunos niveles de
expresion excepcionalmente altos, especialmente entre pacientes Fabry bajo ERT, pero no en
pacientes sin tratar. No se observaron diferencias significativas en los niveles de expresiéon
entre pacientes y controles normales. Estos resultados excluirian, en principio, la participacion
del estrés de RE como causa del aumento de apoptosis observado en PBMC de pacientes con

EF.

Marcadores de estrés oxidativo en PBMC en la Enfermedad de Fabry

Teniendo en cuenta el hallazgo antes descripto de una activacién de la via intrinseca de
apoptosis de PBMC en la EF, asociada a la pérdida del potencial mitocondrial, decidimos

indagar si existia un estado de estrés oxidativo asociado.

Las mitocondrias son una de las principales fuentes de ROS dentro de la célula, y
cumplen un rol central en la apoptosis. La pérdida de integridad mitocondrial conduce

irremediablemente a un aumento de ROS dentro de la célula, como parte de los eventos que
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Figura 18: Andlisis de expresion de genes relacionados al estrés oxidativo en PBMC en
pacientes Fabry con y sin ERT, y controles normales.. Los valores de expresion estdn
indicados como veces de expresion (fold increase) respecto del grupo de controles
normales. Se indican con barras sobre los grupos las diferencias estadisticamente
significativas, acompafiadas del valor de p correspondiente (test de Mann-Whitney).
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constituyen el proceso de apoptosis, pero, paraddjicamente, esta pérdida de integridad puede

ser a su vez desencadenada por un desbalance redox preexistente.

Para evaluar la integridad de los sistemas de manejo de ROS y la presencia de estrés
oxidativo en PBMC de pacientes con EF, se midieron los niveles de expresién de tres genes
asociados a la respuesta ante estrés por radicales libres y especies reactivas del oxigeno: SOD1,
SOD2 y APEX1, que codifica para una endonucleasa involucrada en la reparacion del dafio
oxidativo sobre el DNA. Las medidas se realizaron sobre PBMC de pacientes, con y sin ERT, y

controles normales, mediante RT-gPCR.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 18. Se observé un descenso de los
valores de expresidn de los tres genes en pacientes (con y sin ERT), comparados con los
controles normales. Se hallaron descensos significativos en la expresiéon de SOD1 y SOD2 al
comparar entre controles normales y pacientes sin tratar, mientras que al realizar la
comparacién entre normales y pacientes bajo ERT, APEX1 y SOD1 mostraron un descenso,
mientras que SOD2 mostrdé un aumento significativo. En este ultimo caso, sin embargo, es
necesario notar que la distribucién del grupo de pacientes con ERT es claramente bimodal. De
hecho, el grupo de pacientes que estaba bajo ERT presentd una proporcion de individuos con

valores claramente aumentados de estos marcadores, especialmente SOD2.

Estos resultados, si bien no demuestran directamente la presencia de estrés oxidativo,
podrian ser indicadores de la existencia un estado predisponente al estrés oxidativo, situacidn
que es compatible con (y podria ser una de las causas de) el aumento en la tasa de apoptosis
que se describid anteriormente en las PBMC de los pacientes con EF. Mas aun, las
observaciones realizadas sobre el grupo de pacientes en ERT indicarian una tendencia a

revertir este estado.
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la Enfermedad de Fabry

Introduccion

Hace ya mds de veinte afios que se propuso la existencia de una estimulacién crénica
del sistema inmune en pacientes con enfermedades de almacenamiento lisosomal (Shoenfeld
et al., 1982), la cual generaria una reaccién inflamatoria que desencadenaria el dafio celular.
Existe evidencia creciente que muestra la existencia de irregularidades del sistema inmune

asociadas a los desérdenes lisosomales (Castaneda et al., 2008).

En varias EL diferentes (enf. de Gaucher, enf. de Krabbe, mucopolisacaridosis), las
células inmunes de los pacientes muestran un patron de expresion de citoquinas
proinflamatorias constitutivo (Barak et al., 1999; Formichi et al., 2007; Simonaro et al., 2008).
En la enfermedad de Gaucher, varios estudios han demostrado una mayor secrecién de
citoquinas proinflamatorias como TNF-a, IL-6, IL-1B, IL-1a e IFN-y (Campeau et al., 2009; Hong
et al., 2006; Kacher y Futerman, 2009), asi como niveles aumentados de las quemoquinas MIP-
la y MIP-1B (Van Breemen et al., 2007). También se ha detectado un estado inflamatorio en
modelos murinos de las enfermedades de Niemann Pick tipo C (Rimkunas et al., 2009), Tay-
Sachs (Jeyakumar et al., 2003), Sandhoff (Kawashita, 2009) y mucopolisacaridosis (Simonaro

et al., 2010).
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Para la enfermedad de Fabry en particular, se han descripto un nimero de alteraciones
inmunes. Los leucocitos y células endoteliales presentan un perfil activado, compatible con un
estado protrombdtico (DeGraba et al., 2000). Recientemente se ha descripto también un
estado prooxidativo y proinflamatorio que correlaciona positivamente con los niveles urinarios
de Gb; (Biancini et al., 2012), y la existencia de alteraciones funcionales del la subpoblacién de

células T NK invariantes (iNKT), que muestra rasgos proinflamatorios (Pereira et al., 2013).

El presente capitulo estd dedicado al estudio de la existencia de un estado
proinflamatorio en PBMC de pacientes con EF, subyacente a la patologia. En particular, nos
concentraremos en las subpoblaciones de PMBC relacionadas con la inmunidad innata, y
analizaremos los posibles efectos que los niveles patolégicamente elevados de Gb; pueden

tener en la iniciacidn y mantenimiento de este estado.
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Expresion y secrecion de citoquinas proinflamatorias en PBMC de

Pacientes con Enfermedad de Fabry

Para evaluar la existencia de un estado proinflamatorio en células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) analizamos la produccién la citoquinas de las mismas en cultivo. Con
tal fin se aislaron PBMC a partir sangre periférica de pacientes y controles normales mediante
gradiente de Ficoll. Se cultivaron estas células en AIM-V durante 24 hs, y se determind la
concentracién de IL-1B, IL-6, IFNy, TNF-a , IL-10 e IL-13 en el sobrenadante mediante ELISA de

captura.

Se observd un aumento significativo en la secrecion de las citoquinas proinflamatorias
IL-1B e IL-6 (p=0,0025 y p=0,0019, respectivamente) en el sobrenadante de cultivo de PMBC de
pacientes con EF comparada con la de los controles normales (Figura 19). Se hallé también una
mayor produccion de IL-10 en las muestras de pacientes (p=0,034), un hallazgo previamente
reportado en la Enfermedad de Gaucher, que también presenta un componente
proinflamatorio (Allen etal., 1997), y que puede ser interpretado como una respuesta

regulatoria ante la instauracién de un perfil proinflamatorio.

Conjuntamente se analizd el perfil de expresidén de citoquinas proinflamatorias. Para
ello, se purificé el ARN de 5 x10° PBMC, se lo retrotranscribid y se analizé el nivel de expresion
de los genes de IL-1a, IL-1B, IL-6, IFNy y TNFa, mediante qPCR, usando B-actina como estandar
interno. Los niveles de expresién hallados en pacientes se indican en la Figura 20, expresados

como aumento (fold increase) respecto de los niveles de controles normales.
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Figura 19: Concentracion de citoquinas secretadas en sobrenadante de cultivos de
PBMC de controles normales y pacientes con EF, determinada por ELISA. Se indican la
media y el IC 95 %. Se sefalan con uno o dos asteriscos las diferencias
estadisticamente significativas (** p<0,01, * p<0,05;, prueba t de Student, con
correccion de Welch si correspondiera)
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Figura 20: Nivel de expresion de citoquinas en PBMC de pacientes con EF, determinado
por RT-gPCR. Los valores se expresan como veces de aumento (fold increase) respecto
de los controles normales, acomparfiados del SEM (segtn Livak y Schmittgen, 2001). Se
indican con asteriscos las diferencias estadisticamente significativas (** p<0,01 ;
* p<0,05 ; test U de Mann-Whitney)
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Expresidn y secrecion de citoquinas proinflamatorias en PBMC de Pacientes con
Enfermedad de Fabry
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Figura 21: Expresion de citoquinas en PBMC de controles normales (barras blancas),
pacientes Fabry sin tratamiento (barras gris claro) y pacientes Fabry bajo ERT (barras
gris oscuro). Los valores mostrados corresponden al promedio de la expresion
normalizada a la media de los controles normales (fold increase), acompariadas de su
SEM correspondiente. Los grupos de barras marcados con el simbolo ¥ muestran
diferencias estadisticamente significativas entre sus medias (p<0,05, ANOVA de una
via por Kruskal-Wallis).Las diferencias estadisticamente significativas entre columnas
se indican con un asterisco (p<0,05; test a posteriori de Dunn). ns: diferencia
estadisticamente no significativa.
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Figura 22: Concentracion de citoquinas en cultivos de 24 h de PBMC de controles
normales (barras blancas), pacientes Fabry sin tratamiento (barras gris claro) y
pacientes Fabry bajo ERT (barras gris oscuro), medida por ELISA de captura. Se
muestran las medias acomparfiadas de su correspondiente SEM. Los grdficos sefialados
con el simbolo ¥ presentan diferencias estadisticamente significativas entre sus medias
(p<0,05; ANOVA de una via por Kruskal-Wallis).Las diferencias estadisticamente
significativas entre columnas se indican con uno o dos asteriscos (** p<0,05 6
* p<0,01; test a posteriori de Dunn). ns: diferencia estadisticamente no significativa.
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Mediante este ensayo se detectd un ascenso en los niveles de expresion en PBMC de

IL-1B y TNF-a (p=0,0098 y p=0,0496, respectivamente).

Por su parte, si se analizan los niveles de citoquinas expresados o secretados, pero
discriminando entre los pacientes que se hallaban en TRE y los pacientes sin tratar, no se
encontraron diferencias significativas (Figura 21 y Figura 22). Debe notarse en este caso que, al
realizar esta comparacion discriminando los dos grupos de pacientes, algunas de las
diferencias observadas anteriormente entre pacientes y controles desaparecen, debido
probablemente a la pérdida de potencia estadistica de las pruebas utilizadas al reducirse el

numero de casos de cada grupo comparado.

Considerando en conjunto los resultados obtenidos para PBMC tanto en el nivel de
expresién génica de citoquinas como en la produccién de citoquinas en cultivo, se pudo
evidenciar que las PBMC de pacientes con EF presentan un estado compatible con el desarrollo

de un perfil proinflamatorio.

Produccion aumentada de citoquinas proinflamatorias en

subpoblaciones de la inmunidad innata en sangre periférica

Teniendo en cuenta la heterogeneidad de tipos celulares que conforman las PBMC, nos
propusimos determinar la participacién de diferentes subpoblaciones celulares en Ia
produccién amentada de citoquinas proinflamatorias que fue observada en cultivos de PBMC
de pacientes. Basados en el hecho de que el perfil de citoquinas anteriormente encontrado es
tipico de respuestas inflamatorias mediadas por células de la inmunidad innata, nos
concentramos en tres subpoblaciones en particular: las células dendriticas (DC), los monocitos

(MC) y las células natural killer (NK).

Con este fin, se realizé un cultivo de PBMC de pacientes y controles normales durante
14 hs en AIM-V en presencia de brefeldina, con y sin el agregado de LPS 1 ug/ml como
estimulo proinflamatorio. Posteriormente se realizd una marcacion de superficie para
diferenciar las diferentes subpoblaciones, y una marcacion intracitoplasmatica para detectar
las citoquinas IL-1B, IL-6 y TNF-a. Las muestras asi marcadas fueron analizadas mediante

citometria de flujo.
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Produccidn aumentada de citoquinas proinflamatorias en subpoblaciones de la
inmunidad innata en sangre periférica
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Figura 23: Esquema de la estrategia de andlisis (gating) utilizada para definir las tres
poblaciones de PBMC analizadas.

La figura 23 muestra un esquema de las estrategias de analisis (gating) utilizadas para
definir las poblaciones de DC, MC, y células NK a partir de la muestra de PBMC. En la Figura 24
se presentan de manera ilustrativa algunos histogramas representativos obtenidos para las
condiciones donde se observaron diferencias significativas, mientras que en la figura 25 se
muestran los resultados totales obtenidos para las subpoblaciones buscadas, indicando para
las tres citoquinas marcadas los niveles de fluorescencia medio (MFI) y porcentaje de células
positivas, expresados en todos los casos en valores relativos a los controles normales sin

estimular.

Los resultados arrojados por este analisis mostraron que los niveles basales de
produccién de las citoquinas proinflamatorias IL-18 y TNFa se hallan significativamente
aumentados (p=0,0046 y p=0,0494, respectivamente) en las células dendriticas de pacientes
con EF con respecto a los controles normales, y que esta subpoblacidn ademas presentaba una

tendencia a una respuesta exacerbada de TNFa ante un estimulo con LPS. En monocitos, por



78

Estudio de la Fisiopatologia del Sistema Inmune en la Enfermedad de Fabry
Biog. Pablo Nicolds De Francesco

HLADR+ / LIN1- HLADR+ / LIN1- Monogate/CD14+

Basal Basal

Basal Monogate/CD14+ Basal

LPS LPS

control isotipo B Normal B Fabry

Figura 24: Histogramas de marca intracitoplasmdtica representativos de las citoquinas y
poblaciones que mostraron diferencias significativas entre pacientes y controles.

su parte, se observd un nivel basal significativamente aumentado de IL-6 e IL-1 (p=0,0037 y
p=0,0383, respectivamente), y, ante el estimulo de LPS, pudo evidenciarse una tendencia de
respuesta exacerbada para las tres citoquinas, respecto de los controles normales. Finalmente,

en células NK no se registraron diferencias significativas.

Estos resultados nos permiten concluir que las células dendriticas y monocitos de
pacientes con EF presentan un estado basal proinflamatorio, y una tendencia a desarrollar
respuestas exacerbadas ante ambientes inflamatorios. Mds aun, estas evidencias apoyan la
hipdtesis de que estas dos subpoblaciones de la inmunidad innata cumplirian un rol

preponderante en el desarrollo y mantenimiento del estado previamente observado en PBMC.
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Figura 25: Niveles intracitoplasmdticos de las citoquinas IL-16, IL-6 y TNFa en diferentes
poblaciones de PBMC, tanto en pacientes como en controles normales, con y sin estimulo
de LPS. Se muestran los resultados de fluorescencia media (MFl) y porcentaje de células
positivas, expresados como valores normalizados al control sin estimular, junto con el
error estandar de las medias. Las barras superiores indican las diferencias entre medias
estadisticamente significativas (p<0,05) en negro. Se indican ademds, en gris, las
diferencias con un valor de significancia menor que 0,1 (prueba U de Mann-Whitney).
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Efecto del tratamiento in vitro con Gbsz y DGJ sobre la produccion de

citoquinas proinflamatorias en células THP-1

Con el fin de indagar sobre los posibles mecanismos que desencadenan el estado
proinflamatorio observado en células de la inmunidad innata en EF, se realizaron ensayos en
los que se modeld in vitro el estado de estas células en la enfermedad. Para ello, se realizaron
cultivos de células normales en presencia de Gb; y de DGJ, un inhibidor competitivo de la a-
galactosidasa A. De esta manera se generé un medio en el cual las células se vieran

enfrentadas a una exposicidn a niveles elevados de Gbs sin la capacidad para degradarlo.

Teniendo en cuenta que una de las subpoblaciones celulares que mostraron perfil
proinflamatorio fueron los monocitos, se decidié realizar ensayos utilizando la linea monocitica
humana THP-1. Para ello, se cultivaron células de esta linea durante 6 dias con AIM-V en
presencia o ausencia de DGJ 200 uM, y luego se las sembrd, con o sin DGJ 200 uM, Gbz 20 uM
y/o LPS 1 ug/ml. El sobrenadante de cultivo obtenido se analizé por ELISA.

Estos experimentos mostraron una tendencia al aumento de las tres citoquinas
medidas, IL-1B, IL-6 y TNF-a frente al agregado de DGJ, siendo sdélo significativo para esta
ultima (p=0,0214) (Figura 26). El agregado de Gbs; no generd cambios apreciables. En las
condiciones estimuladas con LPS se obtuvieron resultados mas variables, aunque se evidencid

una tendencia a la disminucidon en la produccion de las citoquinas con el agregado conjunto de

Gb; y DGJ.
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Figura 26: Produccion de citoquinas en cultivos de la linea TPH-1 con el agregado de DGJ(D),
Gb; (G) y/o LPS(L). Los valores mostrados son los promedios de los triplicados de cada
experimento, previa normalizacion a la condicion control, junto con el SEM. Se marcaron las
diferencias estadisticamente significativas junto con su valor de p.
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Efecto del tratamiento in vitro con Gb3 y DGJ sobre la produccién de citoquinas
proinflamatorias en cultivos de células dendriticas y monocitos derivados a partir
de PBMC normales.
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Figura 27: Andlisis por citometria de flujo de las poblaciones obtenidas en los cultivos
de DC (GM-CSF + IL-4) y MC (M-CSF) a partir de buffy coats normales. Las lineas
incluidas indican los valores de corte generados a partir de los controles de isotipo
correspondientes.

Los experimentos con la linea THP-1 no permitieron modelar el perfil proinflamatorio
observado en la Enfermedad de Fabry, probablemente por tratarse de una linea tumoral con

secrecion basal de citoquinas proinflamatorias.

Efecto del tratamiento in vitro con Gbsz y DGJ sobre la produccion de
citoquinas proinflamatorias en cultivos de células dendriticas y

monocitos derivados a partir de PBMC normales.

Con el objetivo de obtener un sistema que reproduzca mas fielmente las condiciones
de las subpoblaciones de PBMC originalmente estudiadas, se realizaron cultivos de DC y

MC/MO® a partir de concentrados leucoplaquetarios (buffy coats) de donantes normales
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Figura 28: microscopia de monocitos (M) inmediatamente luego de purificarlos de un
concentrado leucoplaquetarios (0 dias), sin tratamiento a los 6 dias, tratados con GM-CSF +
IL-4 (DC) a los 6 dias, y tratados con M-CSF (MC/M®) a los 6 dias. En estas dos ultimas se
puede observar un cambio marcado en la morfologia.

(Palucka et al., 1998). Para ello se separaron PBMC de estas muestras mediante gradiente de
Ficoll, las cuales fueron enriquecidas en células adherentes cultivandolas por 1h y descartando
las células no adheridas mediante lavados, y luego fueron cultivadas por 6 dias en condiciones
de diferenciacion a DC (agregado de GM-CSF e IL-4) y de mantenimiento de MC/M® (agregado
de M-CSF). Pasado este lapso las células fueron cosechadas y cultivadas por 24hs con el
agregado de Gb; 20 uM, DGJ 200 uM y/o LPS 1 pg/ml. Los niveles de citoquinas obtenidos en

el sobrenadante de cultivo se determinaron mediante ELISA de captura.

En la figura 27 se ilustran los resultados obtenidos para los cultivos mediante andlisis

de marcadores de superficie por citometria de flujo al momento de cosechar las células para



Perfil proinflamatorio en la Enfermedad de Fabry

Efecto del tratamiento in vitro con Gb3 y DGJ sobre la produccién de citoquinas
proinflamatorias en cultivos de células dendriticas y monocitos derivados a partir
de PBMC normales.
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Figura 29: Niveles de citoquinas en sobrenadante de cultivo de DC y MC/MQ® obtenidas de
buffy coats normales en cultivo con Gbs, DGJ y/o LPS. Se indican con asteriscos las diferencias
significativas respecto del control correspondiente (-/+ LPS). ** p<0,01; *** p<0,001; prueba
t de Student apareada.

realizar los estimulos. Se puede apreciar como el cultivo con M-CSF mantiene los marcadores
tipicos de monocitos, CD14 (visto como LIN1) y HLA-DR, mientras que las células cultivadas con
GM-CSF e IL-4 mantienen HLADR, pero pierden la expresién de CD14 (y por ende LIN1), y un
porcentaje alto de ellas comienza a expresar CDla. La figura 28 muestra los cambios

morfoldgicos que se observan por el tratamiento de diferenciacién a DCy MC/M®.

Cuando se analizan los resultados obtenidos sin el estimulo de LPS, ya sea para los
cultivos de DC como los de MC, se puede observar un aumento significativo en los niveles de
IL-13 y TNFa (en DC p=0,0018 y p=0,0041; en MC p=0,0002 y p=0,0054; ambos

respectivamente) cuando se agregan conjuntamente Gbs; y DGJ (Figura 29). Ante el estimulo
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con LPS, estas diferencias entre los tratamientos desaparecen, dado que la exposiciéon a LPS
genera niveles muy aumentados de citoquinas que enmascararian las diferencias observadas

sin el agregado de LPS.

Estos experimentos mostraron que mediante el agregado conjunto de Gb; y DGJ se
puede inducir sobre cultivos normales de las dos subpoblaciones de la inmunidad innata
estudiadas un estado proinflamatorio similar al observado en PBMC de pacientes con EF. Esto
podria estar directamente asociado a la fisiopatogenia del estado proinflamatorio en la EF, ya
que las células sanguineas de los pacientes se hallan constantemente expuestas a niveles altos
de Gb; plasmatico, y las mismas carecen de la actividad enzimatica especifica para degradarlo

de manera eficiente.

El perfil de moléculas expresadas en las diversas enfermedades de almacenamiento
lisosomal es caracteristico de la activacién de la respuesta inmune innata. La respuesta inmune
innata se desencadena mediante el reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patdgenos (PAMPs) por receptores en la membrana plasmatica llamados Toll-like receptors
(TLRs) (O’Neill, 2008) y/o receptores citosélicos denominados Caterpiller o NOD-like receptors
(NLRs) (Mariathasan y Monack, 2007). Ademas, hay indicios que indican que sefiales de estrés,

moléculas de origen enddgeno o de injuria tisular podrian activar estos mecanismos.

En las enfermedades de almacenamiento lisosomal, debido al estrés celular o a la alta
cantidad de sustancias acumuladas, podria existir algin mecanismo de activaciéon de la
respuesta inmune innata, del mismo modo que ocurre en las enfermedades autoinflamatorias.
Segun bibliografia, varios TLR reconocen moléculas con porciones lipidicas, como TLR1, TLR2,
TLR4 y TLR6. No se conoce el perfil de reconocimiento de los NLR en su totalidad. No se sabe
actualmente si el Gb; acumulado en Enfermedad de Fabry podria llegar a actuar como un

PAMP, siendo reconocido por algln receptor de reconocimiento de patrones (PRR).

El siguiente paso en este trabajo se orientd al estudio del mecanismo por el cual se
desarrollan los eventos proinflamatorios que observamos ante el agregado de Gb; y DGJ, que
resultaba de gran interés. Una de las hipdtesis que se decidieron probar era si el receptor tipo
toll-4 (TLR-4) estaba involucrado en el proceso observado, ya que en la bibliografia se lo habia

asociado a respuestas proinflamatorias en otras patologias, tanto enfermedades lisosomales
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Efecto del tratamiento in vitro con Gb3 y DGJ sobre la produccién de citoquinas
proinflamatorias en cultivos de células dendriticas y monocitos derivados a partir
de PBMC normales.
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Figura 30: Produccicén de IL-18 y TNF-a en MC/M@® derivados de monocitos, cultivados
con control de isotipo + vehiculo (Control), control de isotipo + Gbs + DGJ (Gb3+DGJ), y
anticuerpo bloqueante de TLR-4 + Gb; + DGJ (aTLR4+ Gb;+DGJ). Los resultados
mostrados son el promedio de dos experimentos independientes.

como debidas a liberacién de glicolipidos (Jou et al., 2006; Simonaro et al., 2010; Suzuki et al.,

2007).

Para ello, se trataron previamente MC/MQ® derivados de concentrados
leucoplaquetarios normales con un anticuerpo bloqueante para el receptor TLR-4 o su control
de isotipo, y posteriormente agregd Gb; y DGJ, o control de vehiculo, y se los cultivd por 14 hs,

al cabo de las cuales se determinaron citoquinas en el sobrenadante.

En los resultados obtenidos se observa que el bloqueo de TLR-4 en estas células inhibe
completamente el aumento de produccion de citoquinas proinflamatorias que produce el
tratamiento conjunto de Gb; y DGJ (Figura 30). Esto indicaria que el receptor TLR-4 es un
componente necesario para la generacion del estado proinflamatorio asociado a niveles

elevados de Gb; observado en las células de la inmunidad innata en la EF.
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Discusion y Conclusiones

Discusion

Desde hace tiempo se ha observado que tanto los monocitos, como los linfocitos By T,
y las células NK se encuentran afectadas por la acumulacidn lisosomal en diferentes trastornos
de almacenamiento lisosomal (Brick et al., 1991; Kieseier y Goebel, 1994; Kieseier et al.,

1997).

A través del extenso uso de un anticuerpo monoclonal especifico contra Gbs; se ha
logrado demostrar la existencia de depdsitos especificos de Gbs en rifidn, biopsias cardiacas,
conjuntiva, piel y cerebro de pacientes con enfermedad de Fabry (Askari et al., 2007; Rozenfeld
et al., 2006). Sin embargo, no se habia descripto hasta el momento la existencia de depdsitos

de Gbs en leucocitos en la enfermedad de Fabry.

Mediante el uso de este anticuerpo especifico para Gb; y la citometria de flujo, en el
presente trabajo hemos sido capaces de demostrar un contenido intracelular
significativamente aumentado de este glicolipido en leucocitos de pacientes con enfermedad
de Fabry. Esta observacién se complementa con las realizadas a través de la microscopia
electréonica de transmisidon, donde se ha podido detectar en leucocitos provenientes de

pacientes con enfermedad de Fabry la presencia inclusiones con morfologia de cuerpos
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lamelares, similares a los observados en otros tejidos afectados en esta enfermedad, y

cladsicamente interpretados como acumulos intracelulares de Gbs.

El presente estudio también revelé una serie de alteraciones numéricas en varias
subpoblaciones de leucocitos de sangre periférica de los pacientes con enfermedad Fabry. Se
observaron numeros especificamente reducidos de monocitos, células CD8" y células
dendriticas, y porcentajes aumentados de linfocitos totales y de células B. Sin embargo, los
valores de las células CD8" y células dendriticas mieloides en los pacientes Fabry que estaban
bajo ERT se mostraron inalterados, no existiendo diferencias significativas respecto de los
controles normales. También han sido reportados desequilibrios en el nimero de linfocitos en
la enfermedad de Gaucher (Burstein et al., 1987; Micheva et al., 2006). Las causas potenciales
de esta reduccion del nimero de células inmunes podrian ser una reduccién de la produccidn
de células madre de médula ésea, una mayor tasa de apoptosis y/o una mayor migracion a los
tejidos periféricos. Evidencias de este ultimo mecanismo han sido descriptas por De Graba
(DeGraba et al., 2000), que mostraron una mayor expresion de CD11b y CD18 en monocitos de
los pacientes con Fabry. Por otra parte se ha descripto en una linea Fabry de células
endoteliales vasculares expuestas a Gbs la sobreexpresion de varias moléculas de adhesién
(Shen et al., 2008). En el presente estudio, hemos detectado la sobreexpresién de CD31, otra

molécula que se halla implicada en los procesos de extravasacion.

Tanto CD1d como el MHC de clase Il son moléculas implicadas en la presentacion
antigénica de glicolipidos y péptidos, respectivamente. Ambas moléculas se mueven a través
de compartimientos endolisosomales, que podrian verse afectados por los depdsitos de
glicolipidos que se producen en la enfermedad de Fabry. La expresion de las moléculas de
MHC clase Il y CD1d estd independientemente regulada por varios factores, entre los que se
incluye la acumulacién de esfingolipidos (Balreira et al., 2008; Cabrita et al., 2005). En nuestro
trabajo observamos patrones de expresién antagénicos de estas dos moléculas en los
pacientes con enfermedad de Fabry. La menor expresion de CD1d observado en células de
pacientes Fabry podria ser el resultado de la perturbacion de ciertos mecanismos celulares por
el depdsito de glicolipidos, y no de un cambio en el estado de activacidon de estas células, lo
que daria lugar a una sobreexpresion de esta molécula. En contraste, hemos encontrado una

sobreexpresion del MHC de clase Il en la membrana plasmatica de los monocitos de pacientes
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con Fabry, lo que podria estar relacionado con el estado proinflamatorio que posteriormente

describimos en estos pacientes.

Uno de los objetivos de este trabajo fue indagar si la apoptosis podria desempeiiar un
papel en la patogénesis de la enfermedad de Fabry, e investigar las posibles causas
subyacentes que provocan los eventos apoptdticos. Nuestros resultados muestran que las
PBMC de pacientes Fabry presentan un perfil elevado de marcadores de apoptosis, que fueron
puestos en evidencia por la evaluacién de eventos tempranos y tardios. Ademas, pudimos
observar que las células mononucleares de pacientes con Enfermedad de Fabry no tratados
presentan un estado apoptdtico mds marcado que los pacientes que se hallaban sometidos a
ERT. Esta apoptosis aumentada observada en PBMC podria llegar a interpretarse como una de
las causas que conducen a las alteraciones numéricas que observamos en varias

subpoblaciones de leucocitos de sangre periférica, como se expuso anteriormente.

Mas aun, hemos podido demostrar que la apoptosis estd mediada, al menos
parcialmente, por la activacion de caspasas, mediante la deteccion de niveles mas altos de la
caspasa 3, de rol central en la via efectora comun de apoptosis, en muestras de pacientes con
enfermedad de Fabry. Este hallazgo se encuentra en concordancia con un estudio de
hibridacidon en chip (microarray) realizado con células de sangre periférica de nifios con
enfermedad de Fabry, donde sobre 54.000 genes investigados sélo se hallaron
diferencialmente expresados 21 genes, dos de ellos relacionados con apoptosis: la proteina

inhibidora de la apoptosis neuronal y el factor inductor de apoptosis (AIF) (Moore et al., 2008).

Dado que no se pudieron observar diferencias en los niveles de procaspasa 3 entre los
pacientes tratados y no tratados, el mecanismo por el cual la ERT reduce los niveles de
apoptosis podria incluir eventos que se dan con posterioridad (downstream) a la activacién de

la caspasa 3.

La apoptosis parece ser un hallazgo comun en varias EL, tales como la lipofuscinosis
ceroide neuronal infantil (Zhang et al.,, 2006), algunas mucopolisacaridosis (Hamano et al.,
2008), la enfermedad de Niemann Pick (Li et al., 2005), y las enfermedades de Tay-Sachs y de
Sandhoff (Huang etal., 1997). Este fendmeno de apoptosis podria reflejar un problema
relacionado con el depdsito lisosomal en si mismo, independientemente del sustrato

especifico acumulado. Sin embargo, el mecanismo en particular que conduce a la apoptosis
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podria ser especifico para cada trastorno. En las enfermedades de Tay-Sachs y Sandhoff, la
reaccién inflamatoria conduce a una fase de rdpida apoptosis neuronal (Oya et al., 2000),
mientras que el aumento de los niveles de dermatan sulfato y/o de citoquinas inflamatorias
conduce a la apoptosis de condrocitos en mucopolisacaridosis VI (Simonaro et al., 2001). La
apoptosis mediada por via intrinseca se observd en cerebro para el modelo murino de la
enfermedad de Gaucher, donde se detectd una regulacién negativa en la expresion del
represor de apoptosis Bcl-2 (Hong et al., 2004). La via de caspasas extrinseca estd implicada en
los procesos de apoptosis descriptos en la gangliosidosis GM1/GM2 (Jeyakumar et al., 2003) y
en la enfermedad de Niemann Pick tipo C (Wu et al., 2005). En este contexto, el presente
trabajo contribuye con la observacidon de activacién de la via intrinseca de muerte celular

asociada al aumento de apoptosis en PBMC de pacientes con Enfermedad de Fabry.

Si bien en nuestro estudio observamos niveles elevados de caspasa 12 en las muestras
de pacientes con Enfermedad de Fabry, comparadas con las de controles normales, esta
caspasa probablemente no sea funcional en seres humanos (Momoi, 2004). Por esta razdn, se
analizaron los niveles de caspasa 4, la caspasa humana homéloga probablemente relacionada
con el estrés del RE, pero se observaron resultados variables. Para aclarar ain mas la posible
contribucion del estrés del RE en la muerte celular por apoptosis observada, investigamos la
expresion de 5 genes relacionados con el estrés del RE. No se pudieron observar diferencias
significativas en la expresién de estos genes entre pacientes no tratados y los controles
normales, descartando asi la posibilidad de que el estrés del RE esté involucrado en la muerte
celular apoptética de PBMC en la enfermedad de Fabry. Un hallazgo similar fue reportado para
un modelo neuropatico de enfermedad de Gaucher, donde no se pudo observar la activacion
de la UPR (Farfel-Becker et al., 2009b). La conclusion del informe de Wei et al., que sugiere que
el estrés del RE es un mediador comun de apoptosis tanto en EL neurodegenerativas y como
no neurodegenerativas (Wei etal.,, 2008) no debe ser generalizada para todos las EL.
Curiosamente, en nuestro trabajo un pequefio nimero de pacientes sometidos a ERT mostré
un perfil elevado de expresion de genes de estrés del RE, lo que constituye una observacion

inesperada que podria investigarse mas a fondo en trabajos posteriores.

Para investigar la hipodtesis de que el Gb; se asocia a la muerte celular apoptética, se
trataron PBMC normales con Gb; en concentraciones similares a las encontradas en pacientes

con Fabry. De hecho, el agregado de Gb; produjo una induccién de la apoptosis dosis



Discusién y Conclusiones
Discusion

dependiente en células normales. Ademads, se produjo una alteracion del AYm, lo que
confirma la participacion de la via intrinseca mitocondrial en la apoptosis inducida por Gbs.
Estos resultados son especificos del Gbs, ya que un tratamiento similar con glucosilceramida no
logro reproducirlos. Curiosamente, estos resultados no se modificaron cuando la actividad de
aGal fue inhibida mediante la incubacion previa con DGJ, lo que indicaria que los efectos
observados para el tratamiento de PBMC con Gb; no estan relacionados con la degradacion del
Gb; dentro de los lisosomas, lo que a su vez podria explicar los tiempos cortos para los cuales

estos efectos son claramente detectables.

La pérdida del AYm precediendo la desintegracién nuclear, una caracteristica tipica de
la apoptosis, se asocia con un aumento de especies reactivas de oxigeno y la elevacién del
calcio citosolico (Macho et al., 1997). La disminucion de AWm durante la apoptosis podria
estar asociada a la transicion de permeabilidad debida a la actividad del un complejo
multiproteico asociado a ambas membranas mitocondriales, y que participa en el eflujo de
calcio de estas organelas debido a una elevacién en el calcio mitocondrial (Kroemer et al.,
1998). Ademas, se ha demostrado que la pérdida de A¥Ym esta implicada en la liberacion de la
oxidorreductasa mitocondrial AIF (Susin et al., 1999), codificada por uno de los genes que se
habia observado sobreexpresado en la enfermedad de Fabry (Moore et al., 2008). Durante la
sefializacion de la apoptosis, tanto AIF como el citocromo c se liberan desde la mitocondria al

citosol, dando lugar a la activacidn de las vias de caspasas.

Como se relatd anteriormente, el estrés oxidativo es considerado en la actualidad un
factor relevante en la fisiopatologia de muchas EL (Vitner et al., 2010). Para la Enfermedad de
Fabry en particular, se demostrd que el Gb; es capaz de inducir un estado de estrés oxidativo

sobre el endotelio vascular (Shen et al., 2008).

Por su parte, en el presente trabajo se investigd la posible existencia de alteraciones
en los mecanismos de homeostasis de las especies reactivas del oxigeno en las PBMC de los
pacientes. Para ello, se determind la expresion de SOD1, SOD2 y APEX1, tres genes que
codifican para proteinas con funcidn protectora ante un ambiente oxidante. Se encontrd que
las PBMC de los pacientes tienen valores reducidos de expresion para estos genes,
comparadas con las de controles normales. Este hallazgo contrasta con otros reportes

bibliograficos, en los cuales se hallaron niveles de expresion aumentados de SOD2 y APEX1
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asociados a otras EL, interpretando este aumento como una respuesta ante un estado crénico

de estrés oxidativo (Deganuto et al., 2007; Wei et al., 2008).

Tanto SOD2 como APEX1 estan regulados negativamente por p53 (Drane et al., 2001;
Zaky et al., 2008), un factor de transcripcion que se activa ante dafio del ADN u otras formas de
estrés, y que induce detencién del ciclo celular o apoptosis, dependiendo del contexto celulary
severidad de la injuria. Este factor activa varios genes blanco que estan involucrados en la via
mitocondrial de apoptosis, que comprende, entre otros eventos, la pérdida del potencial

mitocondrial.

Resultados preliminares de nuestro grupo, obtenidos mediante analisis de arreglos
(arrays) de expresion, indicarian que el gen que codifica para p53, TP53, se encontraria
sobreexpresado en pacientes Fabry respecto de controles normales. En este contexto, los
resultados obtenidos para la expresién de los genes antes mencionados podrian interpretarse
como indicativos de la existencia de un estado predisponente al estrés y dafio oxidativo. Si
bien este enfoque es por el momento especulativo, estaria en concordancia con las
observaciones de apoptosis aumentada en PBMC de pacientes con Enfermedad de Fabry.
Serdn necesarios estudios adicionales que ahonden en esta temdtica para poder comprender

la red de eventos involucrados.

El concepto de la existencia de un estado de estimulacién crénica del sistema inmune
en las EL ha sido introducido hace ya mucho tiempo (Shoenfeld et al., 1982), a través del
hallazgo de un aumento en los niveles de citoquinas en el suero de los pacientes afectados. Sin
embargo, el mecanismo que explicara estas observaciones estaba lejos de ser dilucidado. En
afios recientes se han intensificado los esfuerzos para aclarar este aspecto clave. La produccion
de citoquinas proinflamatorias tales como IL-1B y TNF-a parece ser un fendmeno comun entre
una amplia gama de EL (Castaneda et al., 2008). En particular, una publicacion reciente mostro
un aumento de los niveles plasmaticos de TNF-a e IL-6 en pacientes con enfermedad de Fabry
tratados (Biancini et al., 2012). Otro trabajo de publicacion aiin mas reciente hall6 alteraciones
funcionales asociadas a la células iINKT en pacientes, las cuales muestran un sesgo hacia un
fenotipo proinflamatorio (Pereira etal., 2013). Los resultados obtenidos en esta tesis
concuerdan y enfatizan estos hallazgos, y afiaden una visién de los mecanismos moleculares

inmunolégicos que conducen a este estado proinflamatorio observado en la enfermedad de
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Fabry. En el presente trabajo, hemos puesto de manifiesto por primera vez un aumento en la
expresion constitutiva y los niveles de secrecion de estas citoquinas en PBMC de pacientes con
enfermedad Fabry. Ademas, nuestros resultados demuestran que los monocitos y las células

dendriticas serian precisamente la fuente de estas citoquinas.

El rol que cumple el Gb; en la fisiopatologia de la enfermedad de Fabry no se conoce
completamente. Aunque la acumulacién de Gb; ha sido bien establecida en diferentes tejidos
de pacientes con enfermedad de Fabry (Askari et al., 2007), este hecho por si mismo no
permite explicar todas las alteraciones observadas en la enfermedad de Fabry. Si bien al
momento los mecanismos moleculares implicados en la fisiopatologia de la enfermedad de
Fabry no se han elucidado plenamente, se han descripto algunos efectos del Gb; y otras
moléculas relacionadas como mediadores de procesos patoldgicos clave en esta patologia. El
Gbs se ha relacionado con la vasculopatia en la enfermedad de Fabry describiendo su rol de
inductor del estrés oxidativo y del aumento de expresién de moléculas de adhesion en el
endotelio vascular (Shen et al., 2008). En este contexto, Namdar et al observaron que VCAM-1
se regula positivamente después del tratamiento con Gbs; sélo en células endoteliales
microvasculares (Namdar etal.,, 2012), lo que sugiere que el Gb; induce un fenotipo
proinflamatorio en la enfermedad. La disfuncidn microvascular observada podria ser una pista
respecto de los cambios fisiopatoldgicos cardiacos iniciales que pueden tener lugar en los
pacientes con enfermedad de Fabry. Se ha descripto también que la globotriaosilesfingosina
(lisoGbgs), un producto de desacilacién del Gb;, tiene capacidad de estimular el crecimiento del
musculo liso vascular (Aerts et al., 2008) y puede estar vinculada a la hipertrofia de las paredes
arteriales asociada a la enfermedad de Fabry (Kalliokoski etal., 2006). Los depdsitos
glicolipidos también se asocian a la patologia renal. El lisoGb; promueve la liberacién de
mediadores criticos en el proceso de lesidon glomerular asociada a citoquinas inflamatorias
(Sanchez-Nifio etal.,, 2011). Nuestros hallazgos previamente relatados del efecto
proapoptético que el Gbs tiene sobre las PBMC contribuyen a esta lista cada vez mayor de

acciones del Gb; que van mas alld de su mera acumulacion.

A través de la investigacion de los efectos que tiene la exposicidén a niveles patoldgicos
de Gb; en células dendriticas y macrdfagos normales, nuestro trabajo pone de manifiesto un
papel patogénico nuevo del Gbs, asociado a la liberacion de citoquinas proinflamatorias. Una

vez mas, nuestros resultados estan en consonancia con los de Biancini (Biancini et al., 2012),
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quien muestra una correlacién directa entre el Gb; y las citoquinas proinflamatorias. Es valioso
poner de manifiesto el hecho de no haber hallado ninguna diferencia en cuanto al estado
inflamatorio entre los pacientes Fabry no tratados y tratados, tanto en nuestro trabajo como el
de Biancini. Este hallazgo podria reforzar la necesidad de analizar la inclusiéon de terapias
complementarias a la ERT en la enfermedad de Fabry, tales como el uso de anti-inflamatorios
no esteroideos. Algunas EL, tales como la enfermedad de Gaucher, han sido clasificados como
un subgrupo dentro de los trastornos autoinflamatorios (Galon et al., 2000). Esto trastornos
son patologias del sistema inmune innato, carentes de rasgos distintivos de la inmunidad
adaptativa, donde las células mieloides efectoras y las moléculas tipicamente asociadas a la
inmunidad innata juegan un papel preponderante en la patogénesis (Masters et al., 2009). Los
trastornos autoinflamatorios se caracterizan por aumento de la secrecién de IL-1B (Dinarello,
2009), probablemente causado por el reconocimiento de sefiales propias anormales o de
peligro en las células lesionadas (Martinon et al., 2006). Los miembros de la familia de IL-1
tienen efectos indirectos en la respuesta inmune, ya que no afectan a la funcién de linfocitos
directamente, sino que promueven la liberacion de quemoquinas y otros mediadores
proinflamatorios. En particular, la IL-1f también promueve la expresién de moléculas de
adhesién. Ambos efectos favorecen la infiltracién del tejido, que finalmente resulta en una
remodelacidn tisular debido a la inflamacién crénica inducida por IL-1B. La enfermedad de
Fabry presenta varias caracteristicas que son similares a las de los trastornos
autoinflamatorios. La presencia de un ambiente proinflamatorio, junto con una activacién
endotelial alterada (Rombach etal.,, 2010b) proporciona un medio donde los procesos
autoinflamatorios se ven favorecidos. En este contexto, nuestros hallazgos de un perfil de
citoquinas proinflamatorias en circulacién asociadas a subpoblaciones inmunes innatas en los
pacientes con enfermedad Fabry apoyarian esta nocién de una naturaleza autoinflamatoria
inherente a los procesos involucrados, donde los depdsitos de Gb; podrian ser reconocidos
como sefiales de peligro o de estrés. Ademas, las alteraciones patoldgicas del tejido son un
hallazgo frecuente en los drganos blanco de la enfermedad de Fabry. La remodelacién renal y
del ventriculo izquierdo en la enfermedad de Fabry es inducida por depésitos glicolipidos
principalmente en los podocitos y los miocitos cardiacos, respectivamente, lo que conduce a

esclerosis, fibrosis e inflamacién (Sanchez-Nifio et al., 2011; Weidemann et al., 2005).
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El mecanismo molecular por cual los depédsitos anormales en las EL desencadenan la
produccién de citoquinas proinflamatorias constituye un campo de intensa investigacion en la
actualidad. Existe una cantidad considerable de evidencia respecto de la participacion del
TLR4, un miembro de la familia de receptores Toll-like que resulta clave para el reconocimiento
de patdgenos y la activacidn de la inmunidad innata. En las mucopolisacaridosis, Simonaro et al
informaron de la contribucion de la activacidon de TLR4 inducida por glicosaminoglicanos en la
secreciéon de citoquinas (Simonaro etal.,, 2010). Los ganglidsidos, que se acumulan en
gangliosidosis GM1 o GM2, funcionan como ligandos enddgenos para TLR4 , provocando una
respuesta inflamatoria (Jou et al., 2006). La activacion de la sefializacién por TLR4 también se
encontrd en la enfermedad de Niemann-Pick, tipo C (Suzuki et al., 2007). En este trabajo se
muestran evidencias de que el Gb; podria ser una nueva molécula con capacidad de evocar la
produccién de citoquinas mediada por TLR4. Sera necesaria investigacién adicional para poder

esclarecer los detalles particulares de este proceso
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Conclusiones

Las conclusiones principales que se desprenden del presente trabajo de tesis son:

e Los leucocitos circulantes en los pacientes con Enfermedad de Fabry presentan una
serie de alteraciones, tanto numéricas como en los niveles de expresion de
marcadores de superficie de las diferentes subpoblaciones, asi como alteraciones
ultraestructurales compatibles con la acumulacidn lisosomal de glicolipidos.

e Las PBMC de los pacientes presentan niveles basales de apoptosis mas elevados que
los controles normales, lo que se evidencia por la observacién de eventos tempranos y
tardios de apoptosis. Ademas, este proceso se ve acompaiiado de la activacién de
caspasas asociadas a la via intrinseca de apoptosis.

e El tratamiento de PBMC normales con Gb; en niveles comparables a los presentes en
el plasma de los pacientes genera un aumento en la tasa apoptosis, que es dosis-
dependiente, y es especifico de este lipido e independiente de la actividad de aGal
presente en las células. Esto apoya nuestra hipdtesis de que el Gbs juega un rol central
en la fisipatologia inmune en la Enfermedad de Fabry

e Las PBMC de los pacientes no muestran activacion de las vias de respuesta al estrés
asociado al reticulo endopldsmico, mientras que presentarian un estado
predisponente al estrés oxidativo.

e Las PBMC de pacientes con Enfermedad de Fabry presentan un perfil de expresidon y
produccién de citoquinas de caracteristicas proinflamatorias. La generacion de este
perfil estd asociada a las células de la inmunidad innata, principalmente células
dendriticas y monocitos/macréfagos.

e El tratamiento de células dendriticas o macréfagos normales con Gb3 y DGJ produce
un perfil de secrecidn de citoquinas proinflamatorias similar al observado en las células
de pacientes. El receptor de la inmunidad innata TLR-4 parece estar involucrado en
este proceso. Estos datos sefialarian otra arista del rol del Gb; en la fisiopatologia

inmune de la EF, y estan en concordancia con nuestras hipdtesis iniciales.
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