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Resumen

La enfermedad de Fabry es una patologia genética debida a la deficiencia
de la enzima a—galactosidasa A. En la Facultad de Ciencias Exactas de
la Universidad Nacional de La Plata se implementaron estudios de diag-
néstico de enfermedades lisosomales y se comenz6 por la Enfermedad de
Fabry. Se llevo a cabo un estudio dirigido a la deteccién de pacientes Fabry
no diagnosticados mediante un enfoque biomédico multidisciplinario. Se
realiz6 una evaluacion nefrolégica de los pacientes argentinos detectados y
un andlisis de sus manifestaciones clinicas durante el tratamiento de reem-
plazo enzimatico. Los pacientes tratados con agalsidasa alfa recibieron sus
primeras infusiones en centros médicos, y luego la infusion fue domiciliaria.
Los datos de los pacientes argentinos fueron registrados en la base de datos
FOS, un registro internacional multicéntrico. Los estudios de investigacién
basica realizados mostraron la existencia de un estado proinflamatorio en
células de pacientes Fabry, lo cual podria explicar parte de su fisiopatologia.
El abordaje de las enfermedades poco frecuentes no es sencillo, sobre todo
ante la falta de politicas sanitarias de parte del Estado. Este trabajo permitio
lograr multiples objetivos: la difusion de la Enfermedad de Fabry en Argen-
tina, mayor sospecha clinica en la comunidad médica, y mejor accesibilidad
al diagnéstico, seguimiento y tratamiento para los pacientes.

Palabras clave: Enfermedad de Fabry * Diagnéstico de enfermedades lisoso-
males *globotriasilceramida

8ummary

A Fabry disease is an X-linked lysosomal disorder that results from a defi-
ciency of the lysosomal enzyme alpha-galactosidase A. The implementation
of biochemical and genetic tests for lysosomal diseases was carried out in
our institution, the School of Exact Sciences, Universidad Nacional de La
Plata. A successful approach for the detection of Fabry patients in Argentina
was developed by constitutingan interdisciplinary group of professionals.
A nephrologicalassessment of the Argentine patients detected was made
andthe clinical manifestations of Fabry patients were analysed and recorded
in aFOS international registry. Patients received their enzyme replacement
therapy, and the infusion was offered at home. Research studies carried out
by our group showed the existence of a proinflammatory state in cells from
Fabry patients, which could be related to the pathophysiology. Approaching

Acta Bioquim Clin Latinoam 2016; 50 (1): 000-0



2

Rozenfeld PA

rare diseases is not easy, especially when there is a lack of State health care policies. This work led us to
achieve objectives such as disseminateknowledge about the disease in our country, enhanceclinical suspi-
cion and improveaccessibility to diagnosis and treatment for patients.

Keywords: Fabry disease * lysosomal disorders * diagnosis * globotriaosylceramide

Resumo

doenca de Fabry é uma doenga genética que resulta da deficiéncia da enzima a—galactosidase A. Na Facul-
dade de Ciéncias Exatas da Universidade Nacional de La Plata foram implementados estudos de diagnéstico
de doencas lisossomais e a primeira foi a Doenca de Fabry. Realizou-se um estudo orientado a deteccao de
pacientes Fabry ndo diagnosticados mediante uma abordagem biomédica multidisciplinar. Foi feita uma
avaliagdo nefroldgica dos pacientes argentinos detectados e uma analise de suas manifestacdes clinicas
durante o tratamento de reposicdo enzimatica. Os pacientes tratados com agalsidase alfa receberam suas
primeiras infusées em centros médicos, e depois a infusédo foi domiciliar. Os dados dos pacientes argen-
tinos se registraram na base de dados FOS, um registro internacional multicéntrico. Estudos de pesquisa
basica realizados mostraram a existéncia de um estado pré-inflamatério em células de pacientes Fabry, o
que poderia explicar parte de sua fisiopatologia. A abordagem das doengas pouco frequentes ndo é simples,
principalmente diante da falta de politicas sanitdrias de parte do Estado. Este trabalho permitiu alcancar
objetivos multiplos: a difusdo da Doenca de Fabry na Argentina, maior suspeita clinica na comunidade mé-
dica, e melhor acessibilidade ao diagndstico, seguimento e tratamento para os pacientes.

Palavras-chave: Doenca de Fabry * Diagnéstico de doencas lisossomais * globotriasilceramida

Introduccién

La enfermedad de Fabry (OMIM 301500) pertenece
al grupo de las enfermedades lisosomales, que son un
grupo de patologias poco frecuentes, de origen gené-
tico, debidas a mutaciones patogénicas en genes que
codifican para proteinas asociadas a la funcién de los
lisosomas. La mayoria de ellas se deben a deficiencias
en enzimas hidroliticas lisosomales, aunque también
pueden deberse a alteraciones en proteinas de la mem-
brana lisosomal y a aquellas asociadas a la sintesis de las
proteinas lisosomales (1) (TablaI).

La enfermedad de Fabry es una patologia genética
de herencia ligada al cromosoma X, que se debe a
la deficiencia de la actividad de la enzima lisosomal
a—galactosidasa A (a-D-galactésido galactohidrolasa,
EC 3.2.1.22; a-Gal A) (2). La funcién de esta enzi-
ma consiste en la degradacién de su sustrato, la glo-
botriaosilceramida (Gal-al-4Gal-f1-4Glc b 1-1Cer;
Gb3) en los lisosomas de las células de diferentes
tejidos del cuerpo (3). Inicialmente fue descripta
como angioqueratoma corporis difusum en 1898.
Esta deficiencia se debe a mutaciones en el gen GLA,
localizado en el cromosoma X (region Xq22.1), que
codifica para dicha enzima. El gen GLA se encuen-
tra en una secuencia de 12 kb, y estd formado por 7
exones. E1 ADN complementario esta compuesto de
1397 pares de bases, y codifica para una proteina de
429 aminodcidos, que incluye al péptido senal de 31
residuos. Este polipéptido precursor es modificado
post-traduccionalmente en el complejo de Golgi con
residuos de hidratos de carbono. La proteina madu-
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ra es dirigida a los lisosomas, tiene 398 residuos y se
encuentra como dimero.

La herencia de la enfermedad es ligada al X, con un pa-
trén que no es ni recesivo ni dominante. Los varones con
una mutaciéon patogénica en el tinico gen GLA (varones
hemicigéticos) transmiten la enfermedad a todas sus hijas
mujeres pero no a sus hijos varones. Por otro lado, las mu-
jeres heterocigéticas pueden transmitir la enfermedad con
un 50% de riesgo tanto a sus hijos varones como mujeres.

La penetrancia de la Enfermedad de Fabry en muje-
res heterocigoticas es considerablemente alta: alrededor
del 70% de las pacientes presenta alguna manifesta-
cion clinica de la enfermedad (4). La incidencia es de
1/40.000 a 1/117.000 varones nacidos vivos. Sin embar-
go, un reporte reciente de un estudio italiano establece
una incidencia de 1/3100 (5).

Las manifestaciones clinicas de esta enfermedad co-
mienzan en la ninez, y se caracterizan por la aparicion
de acroparestesias, dolor gastrointestinal, hipohidro-
sis/anhidrosis, microalbuminuria y angioqueratomas
aislados (6). Alrededor de los 20 anos de edad, se ob-
servan angioqueratomas agrupados en zonas especi-
ficas (ombligo, “traje de bano”, mucosas), proteinu-
ria, ataques de fiebre, edemas, intolerancia al calor
y ejercicio, manifestaciones auditivas y vestibulares.
Una forma de opacidad corneal, cornea verticillata,
es un hallazgo oftalmol6gico comun. Con la progre-
sion de la enfermedad, alrededor de la cuarta década
de la vida, se afectan los 6rganos blanco que provocan
la muerte, reduciendo asi la expectativa de vida: insufi-
ciencia renal, hipertrofia ventricular cardiaca y acciden-
tes cerebrovasculares (7).
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Tabla |. Clasificacion funcional de las enfermedades lisosomales

Mecanismo Ejemplos de enfermedades Proteina deficiente Gen
I-DEFICIENCIAS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA
Gaucher Glucocerebrosidasa GBA
Fabry a-galactosidasa A GLA
MPS | a-iduronidasa IDUA
MPS I Iduronato-2-sulfatasa IDS
MPS 1A Heparansulfamidasa SGSH
MPS 111B a-N-acetil glucosaminidasa NAGLU
MPS 11IC acetilCoA alfa-glucosaminidasa
MPS 111D N-acetiltransferase HGSNAT
N-acetilglucosamina-6-sulfato sulfatasa | NGS
MPS IVA galactosa-6-sulfato sulfatasa GALNS
MPS IVB B-galactosidasa GLB1
MPS VI arilsulfatasa B ARSB
MPS VI B-D-glucuronidasa GUSB
MPS IX Hialuronidasa HYAL1
Tay Sachs B-hexosaminidasa A (alfa-beta) HEXA
Sandhoff B-hexosaminidasa total HEXT
Niemann Pick AB esfingomielinasa SMPD1
II- DEFICIENCIAS ENZIMATICAS MULTIPLES
Deficiencia de sulfatasas multiple | Factor generador de formilglicina SUMF-1
mucolipidosis /111 Fosfotransferasa GNPTAB
Ill- DEFECTO EN PROTEINAS DE TRANSPORTE DE LA MEMBRANA LISOSOMAL
Niemann Pick C NPC1 o NPC2 NPC1-NPC2
Cistinosis Cistinosina CTNS
IV- DEFICIENCIA DEL SISTEMA ENDOLISOSOMAL
| Mucolipidosis IV | Mucolipina | MCOLN1

En la actualidad, los avances de la ingenieria gené-
tica han hecho posible el desarrollo de un tratamien-
to especifico: la terapia de reemplazo enzimatico, que
consiste en la infusion intravenosa de la enzima a-Gal
A recombinante, cada 2 semanas (8). Existen dos pro-
ductos comercialmente disponibles desde el ano 2003:
Agalsidasa alfa (Replagal, Shire, EE.UU.) y Agalsidasa
beta (Fabrazyme, Genzyme, Sanofi, EE.UU.) que estan
basadas en preparaciones enzimaticas producidas a par-
tir de fibroblastos humanos y en la linea celular CHO,
respectivamente.

El objetivo del presente trabajo fue realizar una revi-
sion de lo realizado en el laboratorio IIFP, Facultad de
Ciencias Exactas, UNLP-CONICET, desde el inicio de
la linea de investigacion sobre Enfermedad de Fabry en
el ano 2003 hasta la actualidad. En cada descripcién del
trabajo realizado se referencia la cita bibliografica, don-
de existe la informacion completa y detallada de cada
estudio realizado.

Materiales y Métodos

PACIENTES

Se incluyeron individuos controles asi como también
pacientes varones y mujeres con Enfermedad de Fabry,

los cuales se encontraban en seguimiento por medicos
de AADELFA que es una asociacién médica cuyo obje-
tivo es el estudio y difusion de las enfermedades liso-
somales en Argentina. El protocolo fue aprobado por
el comité cientifico de AADELFA de acuerdo a la De-
claracién de Helsinki de 1995. El estudio fue explicado
a los voluntarios, quienes firmaron el consentimiento
informado para participar del mismo.

Se incluyeron 34 varones hemicigotas y 41 mujeres
heterocigotas con Enfermedad de Fabry. De ellos, 20
mujeres y 26 varones se encontraban bajo tratamiento
de reemplazo enzimatico con agalsidasa alfa (Replagal,
Shire, EE.UU.).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE ALFA-
GALACTOSIDASA A

La actividad enzimatica se determin6 en muestras de
sangre seca en papel de filtro S&S903, y homogenatos
de leucocitos de sangre periférica y fibroblastos.

Para ello, se coloco la muestra del paciente en pocillos
de microplacanegra, yse le agregaron 0,07 mL de lamezcla
de reaccién que contenia 3,57M de 4-metilumbeliferil-o-
D-galactopiranésido (Glycosynth, Cheshire, Inglaterra)
y 0,07 M de N-acetilgalactosamina (Toronto Research
Chemicals Inc., North York, Ontario, Canadd) en bu-
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ffer 0,15 M de acetato pH 4,5. Se incub6 8 h a 37 °C, y
se agregaron 0,18 mL de etilendiamina 1 M pH 11,4. Se
midio la emisién de fluorescencia a 450 nm, con exci-
tacion a 360 nm.

ANALISIS DE GB3 EN MUESTRAS DE PACIENTES
FABRY

Se colectaron orinas de 24 hs de los pacientes Fa-
bry y de los controles. Se centrifugaron y se tomaron
alicuotas de 200 mL, de cuyo sedimento se aislaron los
glicolipidos neutros. Para eso, se le agregaron 15 mL
de cloroformo:metanol 2:1 y se incub6 toda la noche
a temperatura ambiente. Se agregaron 4 mL de agua
y se centrifugé. La fase inferior se seco, se le agreg6 1
mL de metanol y 0,1 mL de NaOH 1M y se incub6 toda
la noche a 37 °C. Se agregaron 2 mL de cloroformo
y 0,5 mL de agua, y se centrifug6. La fase inferior se
sec6. Luego se le agregaron 0,1mL de buffer acetato
0,15 M pH 4,5, taurocolato de sodio 0,046M y 0,01 mL
de agalsidasa alfa (Replagal, Shire, EE.UU) 1mg/mL,
y se incub6 toda la noche a 37 °C. Se impregnaron pa-
peles de filtro S&S 903 con esta suspension, los cuales
se utilizaron para la determinacién de la galactosa libe-
rada por la reacciéon enzimatica, utilizando un método
fluorométrico con galactosa dehidrogenasa, diaforasay
resazurina. Los resultados se expresaron como nmol de
Gb3 por orina de 24 h.

La linealidad y recuperacion de Gb3 se realiz6 agre-
gando cantidades conocidas de Gb3 a sedimentos uri-
narios de controles normales. Se determinaron los limi-
tes de deteccion y cuantificacion como la media +3DS 'y
5DS, respectivamente, a partir de orina de 10 controles
normales. La precision dentro y entre corridas se ensa-
y6 midiendo 3 muestras 3 veces en la misma corrida y
en diferentes corridas, respectivamente.

Para control de los resultados obtenidos por este mé-
todo, se analiz6 el contenido de Gb3 las mismas muestras
mediante un método validado de HPLC, que fue realiza-
do en el laboratorio central de Shire (Lexington, EE.UU).

Resultados

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

El diagnéstico de la Enfermedad de Fabry se realiza
mediante la demostracion de una actividad enzimatica
deficiente en leucocitos aislados de sangre periférica o
cultivo de fibroblastos (9). Como estudio de tamizaje
puede realizarse el dosaje de la enzima en gotas de san-
gre seca en papel de filtro. Este estudio no se realiza en
laboratorios de andlisis clinicos de rutina, se requiere
laboratorio especializado con personal entrenado y ex-
perimentado en el estudio de este tipo de patologias.
Hacia inicios de los anos 2000 existian en Argentina
s6lo dos centros que ofrecian este estudio (Laboratorio
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de Neuroquimica Dr N.A. Chamoles y Centro de Meta-
bolopatias Congénitas Hospital de Ninos de Cordoba,
CEMECO). A partir de una necesidad de la sociedad, se
decidi6 iniciar la implementacién de estudios de diag-
nostico de enfermedades lisosomales en la Facultad de
Ciencias Exactas, Universidad Nacional de La Plata. El
primer esfuerzo se centré en la implementacion del
dosaje enzimatico de a-Gal A para el diagnoéstico de la
enfermedad de Fabry.

La determinacion de la actividad de la enzima
a-Gal A se realizé6 en muestras de sangre seca en pa-
pel de filtro, de acuerdo al método publicado por el
Dr Chamoles (10). La confirmacién diagnéstica se
realiz6 mediante dosaje de la actividad en leucoci-
tos aislados de sangre periférica, segin el método de
Desnick (11). Se determiné el intervalo de referen-
cia de actividad de esta enzima en leucocitos, fibro-
blastos y papel de filtro, utilizando 100 muestras de
individuos controles sanos (12). Se determinaron los
parametros analiticos del ensayo utilizando muestras
de pacientes previamente diagnosticados y de indivi-
duos controles. La sensibilidad se determiné como el
cociente entre verdaderos positivos sobre el total de
muestras de enfermos. La especificidad se determiné
como el cociente entre verdaderos negativos sobre
el total de muestras de controles sanos. La sensibili-
dad y especificidad fueron del 100% para los varones,
permitiendo utilizar este ensayo como diagnostico
confirmatorio para sexo masculino. En mujeres hete-
rocigotas, los valores de actividad enzimatica pueden
ser variables, desde valores bajos a normales, hacien-
do que este ensayo no resulte de utilidad.

Dado que es una enfermedad genética, se decidio
desarrollar también el estudio genético molecular. Las
mutaciones que desencadenan esta enfermedad son
privadas, implicando que cada familia tiene una mu-
tacion diferente y que no existen mutaciones mas fre-
cuentes (13). Las mutaciones en el gen GLA pueden
ser de diferente tipo: deleciones completas del gen o
exones, inserciones, duplicaciones o mutaciones pun-
tuales que provocan cambio de sentido o sin sentido, y
que pueden localizarse en cualquiera de los 7 exones.
Por ello para el estudio genético molecular se parte
en primer lugar de la secuenciacién completa de los 7
exones y sus regiones intrénicas adyacentes. Asi se pue-
den localizar la mayoria de las mutaciones patogénicas,
que se encuentran en las regiones codificantes o sitios
de empalme del ARN mensajero. El estudio genético
se realiza para demostrar la presencia de la mutacion
patogénica en el gen GLA del varén hemicigético cuyo
diagnoéstico se demostré por dosaje de la enzima. La
biisqueda de esta mutacién hallada en las mujeres fami-
liares resulta de utilidad para el diagnostico confirma-
torio en las mismas. En conclusion, para el diagnoéstico
de mujeres heterocigéticas Fabry se requiere el estudio
genético.



PROYECTO EXITOSO DE DETECCION DE PACIENTES
FABRY EN ARGENTINA

Los protocolos fueron realizados de acuerdo a la De-
claracion de Helsinki, 1995. La naturaleza y objetivos
del estudio fueron explicados a los pacientes, quienes
dieron su consentimiento antes de ingresar como parti-
cipantes del estudio.

La enfermedad de Fabry se encuentra subdiagnos-
ticada en Argentina, asi como en el resto del mundo.
Esto se debe a que es una enfermedad poco frecuente,
poco tenida en cuenta en el diagnoéstico diferencial por
parte de la comunidad médica, con sintomas inespeci-
ficos y multisistémicos que comienzan insidiosamente
desde la ninez. El subdiagnoéstico es algo comun den-
tro de las enfermedades poco frecuentes. Ante esta si-
tuacion, se conformo la asociacion sin fines de lucro
AADELFA (www.aadelfa.com.ar), con el fin de difundir
la enfermedad en la comunidad médica, acercar la po-
sibilidad del diagnéstico a los pacientes y colaborar y
asesorar con el seguimiento clinico y tratamiento de los
pacientes diagnosticados. Existian descripciones aisla-
das de casos de Fabry en Argentina, pero no se habia
realizado ningun proyecto de deteccion sistematica
de pacientes. Es asi que se llevé a cabo un estudio de
tamizaje dirigido a la deteccién de pacientes Fabry no
diagnosticados, mediante un enfoque biomédico multi-
disciplinario, estudiando a los pacientes desde el punto
de vista bioquimico y médico evaluando la afectaciéon
de los 6rganos blanco. La estrategia comenz6 mediante
la comunicacién y difusion de las caracteristicas de la
Enfermedad de Fabry a médicos del pais. Las manifes-
taciones clinicas tipicas de la enfermedad de Fabry son:

— acroparestesias: dolor neuropatico (sensaciéon de
quemazon, hormigueo) agudo o crénico,

— angioqueratomas: papulas rojo-violaceas que no
desaparecen a la vitropresion,

— hipohidrosis/anhidrosis: reduccién o ausencia de
transpiracion,

— dolor gastrointestinal,

— fiebre recurrente,

— linfedema,

— microalbuminuria/proteinuria,

— disminuci6n de filtracion glomerular,

— hipertrofia del ventriculo izquierdo concéntricay
progresiva,

— accidentes cerebrovasculares,

— hipoacusia.

Los médicos que sospecharon la enfermedad en sus
pacientes enviaron muestras de sangre al laboratorio. A
partir de la deteccién de un nuevo caso, se procedio a
construir el arbol genealdgico y a estudiar a los familia-
res en riesgo de padecer la enfermedad.

En el primer periodo de estudio (anos 2003-2004),
a partir de 121 muestras derivadas con sospecha cli-
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nica, se detectaron 6 nuevos pacientes varones, casos
indices de 6 familias afectadas por esta enfermedad.
Esos casos indices fueron remitidos por nefrélogos y
dermatologos. Se logré identificar la mutacién en cada
uno de ellos: p.Leu243Trp, p.Aspl55His, p.Leu415Pro,
p-Cys94Tyr, p.Leul91Pro y p.R227X. El trabajo ante
una enfermedad genética como esta, consistié en brin-
dar informacion a todos los familiares sobre la existen-
cia de la enfermedad en su familia. El abordaje familiar
se realiz6 mediante una asistente social. Se construye-
ron los darboles geneal6gicos y se les ofrecio el estudio
de diagnostico a los familiares en riesgo de padecer la
enfermedad. A partir de este tamizaje familiar se diag-
nosticaron 64 pacientes mas, 29 varones y 35 mujeres.
La edad promedio al diagnéstico fue de 26,9 anos (ran-
go 6-51) para los varones y 31,4 (rango 5-70) para las
mujeres (14).

Se llevo a cabo la evaluacion clinica de los pacientes
Fabry detectados en Argentina, a través de los especia-
listas referentes médicos de AADELFA. De esta forma se
conoci6 la situacion de los pacientes afectados. Se en-
contr6 que la edad de inicio de los sintomas era muy in-
ferior a la edad promedio al diagnéstico, indicando un
gran retraso en la obtenciéon del mismo. Las manifesta-
ciones mas frecuentes fueron el dolor neuropatico, la
hipohidrosis, la cornea verticillata y la proteinuria (15).

ANALISIS DE GB3 EN MUESTRAS DE PACIENTES
FABRY

Los biomarcadores son moléculas que se encuentran
en los fluidos biologicos de pacientes afectados y resul-
tan de utilidad como complemento diagnostico, indica-
dor de severidad de la patologia y/o para seguimiento
de tratamiento. Para la enfermedad de Fabry, el primer
biomarcador evaluado fue el Gb3. Para su cuantifica-
ci6n en general se utiliza cromatografia HPLC o espec-
trometria de masas, requiriendo equipamiento costoso
y que generalmente se encuentra en laboratorios de
investigacion. Dada la inaccesibilidad a dicho equipa-
miento, se desarroll6 un método sencillo que permitie-
ra cuantificar Gb3 en muestras de pacientes, y evaluar
su utilidad para complemento al diagnéstico y como
seguimiento de tratamiento. El método consistié en el
aislamiento de glicolipidos neutros del sedimento uri-
nario de muestras de orina de 24 horas de los pacientes,
y la posterior incubacién del mismo con la enzima espe-
cifica para Gb3 a-galactosidasa A recombinante (Repla-
gal, SHIRE, USA). La enzima hidroliza el Gb3 presente
en el aislado liberando galactosa. La medida de galacto-
sa permiti6 calcular la cantidad de Gb3 de la muestra.
El método mostré buena recuperacion del Gb3 y alta
comparabilidad con el método de HPLC ampliamente
validado. La aplicacion del método a muestras de pa-
cientes mostré que los varones Fabry presentaban valo-
res significativamente aumentados comparados con los
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individuos controles, y las mujeres heterocigotas valores
intermedios (Figura 1).Y la evaluacién de pacientes en
tratamiento de reemplazo enzimatico permitié demos-
trar la reduccion en los niveles de Gb3 (16).

Otra forma de analizar la presencia de Gb3 es me-
diante la demostraciéon de su presencia en biopsias de
tejidos de pacientes, lo cual resultaria de utilidad como
sospecha diagnostica en mujeres heterocigotas. En co-
laboracién con el oftalmdlogo del grupo AADELFA,
se decidi6 estudiar si se podia detectar la presencia de
Gb3 en biopsias de conjuntiva ocular mediante inmu-
nofluorescencia, utilizando un anticuerpo especifico
para Gb3. Para ello, mediante una cirugia ambulato-
ria que no requeria preparacion especial y utilizando
anestesia local, se procedi6 a la extraccion de las biop-
sias de pacientes. Se incluyeron biopsias de controles
sanos, obtenidas por el oftalmélogo para otros estudios.
Las biopsias fueron analizadas mediante tres métodos:
microscopia o6ptica, microscopia electrénica e inmu-
nofluorescencia. El andlisis por microscopia optica de
las muestras tenidas con azul de toluidina mostr6 la
presencia de vacuolizacion en células endoteliales de la
pared de vasos sanguineos conjuntivales, células peri-
vasculares, estromales y epiteliales. A su vez, mostraron
tincion positiva con PAS y Sudan Black. La microscopia
electrénica revel6 la presencia de los tipicos cuerpos
lamelares intracitoplasmicos. La utilizacién de la inmu-
nofluorescencia resulté en una sensibilidad del 100%,
revelando la presencia de Gb3 en las muestras de todos
los pacientes Fabry, en las mismas células con depositos
localizados por microscopia 6ptica (17) (Figura 2).

El Gb3 ha demostrado cierta utilidad y su presencia
se ha detectado en niveles elevados en pacientes con la
enfermedad de Fabry clasica. Sin embargo, en la actua-

lidad, se estan detectando casos de Fabry con formas va-
riantes. Estas formas variantes son de inicio mas tardio,
carecen de las manifestaciones clinicas mas tipicas de la
enfermedad (como angioqueratomas, dolor neuropati-
co, hipohidrosis y cornea verticillata), y se caracterizan
por presentar Unicamente alteraciones en los 6rganos
blanco, como rinén y corazéon. En estas formas y en mu-
jeres los niveles de Gb3 pueden ser normales, y asi su
uso estd declinando. Esto llevo a la busqueda de otros
biomarcadores. De esta forma, se detectaron aumentos
en niveles del liso-Gb3, un derivado del Gb3. El liso-
Gb3 mejoro la sensibilidad, pero atn no es lo suficien-
te. Por otro lado no correlaciona adecuadamente con el
nivel de severidad de la enfermedad ni con las mejoras
asociadas al tratamiento. En la actualidad, no existe un
biomarcador que refleje todos estos aspectos, y se estan
haciendo esfuerzos de investigacion basica tratando de
identificar nuevas moléculas (18) (19).

TRATAMIENTO DE REEMPLAZO ENZIMATICO EN
PACIENTES FABRY ARGENTINOS

El tnico tratamiento especifico disponible comer-
cialmente es el reemplazo enzimatico, que consiste en
la administracion intravenosa de la enzima recombi-
nante humana. Existen dos productos aprobados, agal-
sidasa alfa producida en fibroblastos humanos y agalsi-
dasa beta que es generada en células CHO. Los reportes
bibliograficos muestran efectos positivos con ambos
productos (20). Esta terapia mejora la calidad de vida
de los pacientes, disminuyendo el dolor, mejorando la
sudoracion, estabilizando la funcién renal y cardiaca.
El rin6n es uno de los 6rganos blanco de la enferme-
dad, y su funcion progresivamente va disminuyendo.

Figura 1. Valores de Gb3 de controles normales (NC), varones Fabry (M) y mujeres Fabry (F), con y sin tratamiento (ERT).
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Figura 2. Inmunofluorescencia directa con un anticuerpo monoclonal especifico de Gb3 en biopsias de conjuntiva ocular.
A) Varon Fabry, b) mujer Fabry, c) control normal, d) varon Fabry en tratamiento de reemplazo enzimético.
Con flechas se sefiala la tincién positiva para Gb3.

Los pacientes fueron evaluados desde el punto de vista
nefrolégico mediante la determinacion de proteinuria
y analisis de la funcién renal mediante clearance de crea-
tinina o requerimiento dialitico. Se encontr6 que la
proteinuria era la manifestaciéon mas frecuente, seguida
por la insuficiencia renal (21) (Tabla II). Los pacientes
tratados con agalsidasa alfa por médicos de AADELFA
recibieron sus primeras infusiones en centros médicos,
y luego pasaron a un sistema de infusién domiciliaria,
que les permitié6 una mejor adherencia al tratamiento
con menor disturbio de su vida cotidiana (22).

Tabla Il. Presencia o ausencia de proteinuria en los pacientes
Fabry (n=44)

Proteinuria entre Ausencia
0,15y1g de proteinuria
11 21 12

Proteinuria >1 g

REGISTRO DE PACIENTES CON ENFERMEDAD DE
FABRY

Existen registros internacionales multicéntricos para
ingresar informacion sobre pacientes con enfermedades
raras con el objetivo de conocer todos los aspectos de la
enfermedad en un gran nimero de pacientes. Existen dos
registros para enfermedad de Fabry, el Fabry Registry y el

Registro multicéntrico longitudinal de Enfermedad de
Fabry “Fabry Outcome Survey” (FOS). Los datos de los
pacientes diagnosticados por AADELFA han sido ingresa-
dos en la base de datos FOS, desde el ano 2003, contan-
do con un seguimiento a largo plazo de los pacientes en
tratamiento. La evaluacion de los datos de los pacientes
argentinos en tratamiento por al menos 7 anos (n=63)
que se registraron en FOS mostr6 que la funcion renal se
mantuvo estable, en los grupos de pacientes que habian
iniciado su tratamiento en los 3 diferentes estadios de fun-
cion renal al inicio del tratamiento (estadios I, I y III). El
analisis de la masa ventricular cardiaca estudiada por eco-
cardiograma mostré que no hubo aumento de la misma, y
se mantenia sin cambios significativos. En conclusion, los
pacientes Fabry de Argentina tratados con agalsidasa alfa
mostraron estabilizacion de la enfermedad cardiaca y re-
nal (datos atin no publicados).

ALTERACIONES DEL SISTEMA INMUNE EN CELULAS
DE PACIENTES FABRY

Se realizaron estudios a nivel de investigacion basica
con células mononucleares de pacientes Fabry, con un
abordaje inmunolégico.

Se estudi6 por citometria de flujo los niveles de las di-
ferentes subpoblaciones de células del sistema inmune.
Para ello, se parti6 de 50 pL. de sangre periférica a las
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que se agregaron los anticuerpos especificos para mar-
cadores de linaje: CD3, CD4, CD8, CD14, CD56+CD16,
CD19, Linl-, HLA-DR, y se incub6 a 4 °C durante 30
minutos. Se realiz6 la lisis de los glébulos rojos. Se lavo
con solucion fisiolégica. Las células se analizaron en un
citometro FACScalibur (Becton Dickinson, Mountain
View, CA, EE.UU.). Se encontraron niveles reducidos
de monocitos y células dendriticas en sangre de pacien-
tes Fabry, mientras que la cantidad de linfocitos Ty B se
vio aumentada con respecto a los controles. También se
detect6 alteraciones en la expresion de moléculas aso-
ciadas a un estado proinflamatorio, como el CD31 (23).

Se estudi6 la presencia de los siguientes autoanti-
cuerpos en suero de pacientes Fabry mediante ELISA:
antigeno nuclear extraible (ENA), ADN doble cadena,
anticardiolipina y antifosfatidilserina. Se estudi6, ade-
mas, la presencia de anticoagulante lapico. El 57% de
las muestras de pacientes Fabry mostr6 la presencia de
al menos un autoanticuerpo. Dichos autoanticuerpos
eran mas frecuentes en varones que en mujeres, al con-
trario de lo que se observa en poblacién general (24).

Una anormalidad muy frecuente en todas las en-
fermedades lisosomales es la presencia de un estado
proinflamatorio, con aumentos en niveles de apoptosis
y produccién de citoquinas proinflamatorias (25). Por
ello, se decidi6 estudiar esta caracteristica en células de
pacientes Fabry. Nuestro estudio revel6 un aumento de
apoptosis mediada por la via intrinseca de activacion de
caspasas, que era iniciado por la acumulacion de Gb3,y
que se reducia en pacientes en tratamiento de reempla-
z0 enzimatico (26).

Se estudi6 la expresion de las citoquinas proinfla-
matorias TNF-a, IL-13, IL-6 e IL-1o. mediante PCR en
tiempo real y la produccion de las mismas citoquinas
en sobrenadantes de cultivo de células mononucleares
de pacientes mediante ELISA de captura. La expresion
y secrecion de las citoquinas proinflamatorias TNF-o
e IL-1B por parte de células de pacientes Fabry se vio
aumentada, y era mediada por células dendriticas y mo-
nocitos. Este efecto era inducido por el Gb3 a través del
receptor tipo Toll TLR4 (27). Este estado proinflamato-
rio podria ser la base para explicar la compleja fisiopa-
tologia asociada a esta enfermedad.

Discusion y Conclusiones

El abordaje de las enfermedades poco frecuentes no
es sencillo, sobre todo ante la falta de politicas sanitarias
de parte del estado. Requiere la voluntad y la asocia-
cion de profesionales de diferentes ramas, incluyendo
las biomédicas, pero no restringidas a las mismas, como
ser aquellos asociados a la comunicacion, a lo social y
legal. Nuestro proyecto se inici6 en el 2003, y gracias
a este trabajo mancomunado y colaborativo logramos
varios de nuestros principales objetivos:

Acta Bioquim Clin Latinoam 2016; 50 (1): 000-0

¢ Ladifusion de la Enfermedad de Fabry en nuestro
pais

® Mayor sospecha clinica en la comunidad médica

* La mejor accesibilidad al diagnéstico para los pa-
cientes

¢ Sistema para ofrecer seguimiento y tratamiento a
los pacientes.

Esto se ve reflejado en la publicacion de la Guia Ar-
gentina para el diagnostico, seguimiento y tratamiento
de la enfermedad de Fabry (26).
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