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Resumen

La Enfermedad de Fabry (EF) es una enfermedad de depdsito
lisosomal de herencia ligada al cromosoma X, debida a un déficit de a-
galactosidasa A (a-GalA) que produce la acumulacion de
globotriaosylceramide (Gb3) y otros glucoesfingolipidos naturales en
el endotelio vascular de diversas células provocando manifestaciones
clinicas a nivel oftalmoldgico, cardiaco, neurologico y renal. La
importancia del diagnostico precoz radica en el inicio temprano (fases
presintomaticas) de la terapia enzimatica sustitutoria (TES) con el fin
de evitar las complicaciones tardias y reducir la morbilidad vy
mortalidad.

El diagnostico inicial se realiza determinando la actividad
enziméatica de a-GalA y en aquellos casos en los que se objetive
deficiencia se lleva a cabo la secuenciacion del gen GLA. Esto no es
suficiente para llegar a un diagnéstico de EF preciso en los casos
dudosos en los que se hayan detectado defectos genéticos validados
hasta la fecha como no patoldgicos o de significado incierto y se
encuentren en fases presintomaticas. Es en estos casos donde el estudio
de niveles de mRNA y proteina puede aclarar el diagnostico y
determinar el inicio de TES de forma precoz.

Como parte inicial del estudio se ha llevado a cabo un programa de
cribado neonatal de EF en Galicia obteniendo una prevalencia de
Enfermedad de Fabry en varones de 0.013% (1:7575).

En aquellos sujetos, provenientes del programa de cribado neonatal
de nuestra area sanitaria, diagnosticados de Variantes de Significado
Incierto en el gen GLA se determind LysoGh3/mRNA/Cantidad de
proteina/patron de metilacion objetivando en alguno de ellos acimulo
de glucoesfingolipidos asi como alteraciones en la expresion génica lo
que hace conveniente realizar un seguimiento evolutivo de estos
pacientes.

Palabras clave: Enfermedad de Fabry, o-galactosidasa A, gen
GLA, cribado neonatal, GVUS.
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Abstract

Fabry’s Disease (FD) is an X-linked lysosomal storage disease, due
to a deficiency of a-galactosidase A (o-GalA) that produces
accumulation of globotriaosylceramide (Gb3) and other natural gluco-
sphingolipids in the vascular endothelium as well as in other cells. FD
causes clinical manifestations at several levels such as
ophthalmological, cardiac, neurological and renal. The importance of
early diagnosis lies in the early onset (presymptomatic phases) of
enzyme replacement therapy (ERT) in order to avoid late complications
and reduce morbidity and mortality.

The initial diagnosis is made by determining the enzymatic activity
of a-GalA and in those cases in which deficiency is determined, the
sequencing of the GLA gene is carried out. This is not enough to achieve
a precise diagnosis of FD in the doubtful cases in which genetic defects
have been identified as non-pathological or of uncertain significance
and are in the presymptomatic phases. It is in these cases where the
study of mRNA and protein levels can clarify the diagnosis and
determine the early onset of ERT.

In this study, on one hand, we carried out a neonatal screening of
FD in Galicia establishing prevalence of Fabry’s Disease in males
around 0.013% (1:7575).

On the other hand, those individuals with genetic variants of
unknown significance were enrolled in a study to quantify
LysoGb3/mRNA/protein and metilation pattern, revealing, in some of
them, defects on gene expression, which implies a clinical monitoring
of these patients is advisable.

Keywords: Fabry's Disease, a-galactosidase A, gene GLA, neonatal
screening, GVUS.
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1 Introduccién
1.1 ENFERMEDAD DE FABRY

1.1.1 Definicién

La Enfermedad de Fabry (OMIM #301500) es una enfermedad de
depdsito lisosomal. Es una patologia hereditaria ligada al cromosoma
X y causada por un déficit de a-galactosidasa A (a-GalA, EC 3.2.1.22),
una enzima hidrolitica expresada en el lisosoma y codificada por el gen
GLA (Xg22, NC_000023.1, mMRNA NM_000169.2) (1,2).

La Enfermedad de Fabry (EF) se caracteriza por la presencia de
depdsitos lisosomales de globotriaosilceramida (Gb3) y otros
glucoesfingolipidos naturales relacionados con este, por ejemplo,
globotriaosilesfingosina (LysoGh3). El acimulo de glucosfingolipidos
en el endotelio vascular y en diferentes dérganos provoca
manifestaciones progresivas, como insuficiencia renal, cardiomiopatia
hipertrdfica, infartos de miocardio y accidentes cerebrovasculares
(ACV) en edades tempranas, todas ellos relacionadas con un riesgo
grave de mortalidad precoz (3).

1.1.2 Recuerdo Historico

Las primeras descripciones de la enfermedad de Fabry han sido
realizadas en 1898 por dos médicos en Alemania y Gran Bretafia de
forma simultdnea pero independiente (4,5). ElI Dr Johan Fabry
dermatologo de Dortmund y el Dr William Anderson cirujano
encargado del Departamento de la piel en el Hospital St Thomas en
Londres describieron dos pacientes con angioqueratomas (5-7). El Dr
Fabry diagnosticé de “angioqueratoma corporal difuso” a un nifio de 13
afios con una lesion purpdrica en cuyo analisis objetivo aneurismas de
vasos pequefios, vegetaciones en la intima y trombosis de capilares.
Ademaés dicho paciente presentaba albuminuria (6). Por su parte el Dr
Anderson describio el caso de un paciente de 39 afios con maultiples
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angioqueratomas y proteinuria en el que sospechd que la causa
subyacente fuese una patologia vascular (7).

50 afios después de estas primeras descripciones, en 1947 se
observo en un estudio postmorten el acimulo de vacuolas anomalas en
los vasos sanguineos y se comenzo a sospechar en una enfermedad de
depdsito (8). No fue hasta 1953 cuando se realizé el primer diagnostico
pre-mortem de la enfermedad de Fabry (9). En 1963 se objetivo que el
material acumulado en una muestra de biopsia renal de un paciente
afecto de enfermedad de Fabry estaba compuesto de
glucoesfingolipidos, en su mayoria globotriaosilceramida, y se clasificd
desde entonces como una enfermedad dentro del grupo de las
esfingolipidosis (10). La sospecha de la causa genética como un tipo de
herencia ligada al cromosoma X fue descrito por primera vez en 1967
(11). La demostracion de la deficiencia enzimatica se produjo en 1967
(12) y desde entonces se comenzé a realizar el diagndstico
cuantificando el nivel de actividad enzimatico (4). Durante la década de
los 70 se investigo en la basqueda de una terapia enzimatica sustitutoria
(TES) mediante plasmaféresis (13) y enzima parcialmente purificada
proveniente de placenta humana (14). En 1989 se determiné de forma
completa la secuencia del gen de la a-galactosidasa (15) y en la década
de los 90 se comienzan los estudios clinicos con enzimas recombinantes
siendo aprobado su uso por la Agencia Europea del Medicamento v al
FDA (Food and Drug Administration) a partir del afio 2001 (16). En los
ultimos afos los avances en la enfermedad de Fabry se centran en la
investigacion de métodos diagndsticos precoces y especificos,
establecer adecuadas correlaciones genotipo-fenotipo asi como en la
busqueda de nuevos tratamientos eficaces (chaperonas, terapia génica,
terapia de reduccion de sustrato...) (17-24).

1.1.3 Etiologia y Patogenia

La EF consiste en la presencia de variantes en el gen GLA que
causan una a-GalA malfuncionante y en consecuencia un acumulo de
esfingolipidos que de forma progresiva producen el dafio celular.

La enzima a-GalA en una glicoproteina homodimérica codificada
por 7 exones del gen GLA (GLA MIM No0.300644) de 12 Kb localizado
en el brazo largo del cromosoma X (Xq22, ver Figura 1y Figura 2) (25).
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Figura 1 Cromosoma X-Localizacion gen GLA. (Imagen de elaboracion propia)
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Figura 2 Gen GLA. (Imagen de elaboracién propia)

El gen GLA codifica una proteina precursora compuesta por 429
aminoacidos que se procesa a una glicoproteina funcionante de 370
aminoéacidos (26). Esta enzima hidrolitica es sintetizada y glicosilada
(se le afiade una manosa en posicion 6) en el reticulo endoplasmico.
Posteriormente es transportada mediante un transporte vesicular hacia
el aparato de Golgi. Alli es reconocida por la manosa y es fosforilada
gracias a una quinasa. Posee por tanto un grupo manosa-6-fosfato que
es esencial para ser conducida al lisosoma (27) (ver Figura 3).
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Reticulo
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Figura 3 Sintesis de la a-GAL. Figura modificada de Vega-Vega y colaboradores (28).
(Con permiso de Publicaciones Permanyer)

La funcion de la o-GalA dentro del lisosoma es catalizar la
hidrolisis del residuo de galactosa terminal de los glucoesfingolipidos
(12) (ver Figura 4). El principal sustrato hidrolizado por la a-GalA es
globotriaosilceramida (Gb3) pero otros esfingolipidos también son
catalizados por dicha enzima como digalactosilceramida,
globotriaosilesfingosina (LysoGb3) que es un derivado deacetilado de
Gb3 (27).
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Figura 4 Funcion a-galactosidasa dentro del lisosoma. (Con permiso de Elservier)

Segln la base de datos HGMD (The Human Gene Mutation
Database) del Instituto de Genética Médica de Cardiff (29), hasta el 25
de marzo de 2019, se recogieron 966 variantes de GLA de las cuales
670 son mutaciones missense/nonsense. También se han descrito
deleciones y defectos de splicing (26). Las mutaciones pueden afectar
al nacleo hidrofdbico o a otras estructuras. Las mas frecuentes son las
que afectan al ndcleo hidrofébico que producen un mal ensamblaje de
la proteina en el reticulo endoplasmico impidiendo que ésta sea
transportada al aparato de Golgi y asi llegar al lisosoma, donde ejerceria
su funcion. La actividad de estas proteinas es normal pero no llegan a
realizar su funcion ya que no alcanzan el lisosoma (30). La acumulacion
de proteinas mal ensambladas activa una serie de cascadas de las que se
ha hipotetizado contribuyen al dafio celular (31).

A grandes rasgos, la actividad enzimatica residual es inversamente
proporcional a la afectacion clinica. Los pacientes con mayor severidad
clinica son portadores de mutaciones que causan ausencia total de
actividad a-GalA (26). Las variantes mas frecuentes del gen GLA con
las mutaciones missense/nonsense que con frecuencia se asocian a
actividades enzimaticas residuales entre 2 y 25% (26).
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A pesar de que el acimulo de lipidos esta claramente demostrado,
el mecanismo por el cual dichos lipidos ocasionan el dafio celular
todavia no estd claro. Por ejemplo, en la hipertrofia ventricular
izquierda (HVI), el aumento de masa cardiaca debida al acimulo de
lipidos es pequefia comparada con el aumento de masa muscular lo que
sugiere que el acimulo de lipidos debe desencadenar una cascada de
eventos que producen en el musculo la hipertrofia (32,33). El acimulo
de Gb3 en las células endoteliales induce estreés oxidativo y altera la
adhesion celular (34). También se ha descrito disfuncién mitocondrial
pero se desconocen la consecuencias (35). Existe evidencia de la
patogenia derivada del acimulo de lysoGb3 ya que los niveles de
lysoGb3 dentro del rango encontrado en la EF producen proliferacién
de células en el masculo liso vascular y activan respuestas fibrogénicas
e inflamatorias en el podocito (36-38).

La EF es una enfermedad considerada de herencia ligada al
cromosoma X con un alto grado de penetrancia en las mujeres (solo el
70 de las mujeres portadoras de una variante del gen GLA presentan
manifestaciones clinicas mientras que cerca del 100 % de los varones
portadoras de una variante en dicho gen desarrollan afectacion clinica)
(26). Esto se debe a la inactivacion aleatoria del cromosoma X en las
mujeres. La afectacion en las mujeres depende ademas del tipo de
variante del gen GLA /actividad enzimatica residual, del patron de
inactivacion del cromosoma X en cada drgano. Si el cromosoma
inactivado es el portador de la variante patogénica del gen GLA, la
mujer no presentard manifestaciones clinicas mientras que, si el
cromosoma X inactivado es el sano, la enzima a-GalA sera producida
por el gen GLA afectado y por tanto ésta sera malfuncionante. En
general las manifestaciones clinicas en varones y mujeres portadores de
una misma variante del gen GLA serdn menos severas y de inicio tardio
en las mujeres comparadas con los hombres (26).

Algunos autores describen “el Rasgo Fabry” (26) como un factor
de riesgo para presentar complicaciones cardiacas, renales o vasculares
en pacientes portadores de variantes del gen GLA con alta actividad
residual de la enzima a-GalA. Dichos individuos en presencia de otros
factores genéticos/epigenéticos/modificadores ambientales presentan
mas riesgo de presentar enfermedad renal y cardiaca.
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1.1.4 Epidemiologia

La EF es una de las enfermedades de deposito lisosomal de mayor
frecuencia en la poblacidn con una prevalencia descrita de 1:117000
(39). Sin embargo, estos datos parecen estar ampliamente
subestimados, teniendo en cuenta los estudios de cribado neonatal
realizados hasta la fecha en los que se describe una prevalencia para la
EF de aproximadamente 1:7000 (40), 1:3000 (41).

Existen dos registros mundiales de pacientes con EF, FOS (Fabry
Outcome Survey) esponsorizado por la farmacéutica Shire y Fabry
Registry esponsorizado a su vez por la empresa farmacéutica Sanofi-
Genzyme.

Ademas, los resultados de los estudios de cribado para la EF
realizados en poblaciones seleccionadas (ej. pacientes con hipertrofia
ventricular o con fallo renal no filiados) indican claramente que la
presencia de sintomas no especificos facilita que los pacientes con EF
no sean correctamente diagnosticados, por lo menos en estadios
tempranos de la enfermedad (42-44).

1.1.5 Manifestaciones Clinicas

Se distinguen dos tipo de fenotipos de la EF, la enfermedad de
Fabry “clasica” y la de “inicio tardio” o por sus términos en inglés
“classic” y “late-onset” (2). La EF tipo clasico se caracteriza por
actividad enzimatica muy reducida o practicamente inexistente, inicio
de las manifestaciones clinicas desde la infancia con evolucion en la
edad adulta hacia insuficiencia renal terminal (IRT), hipertrofia
ventricular izquierda (HVI) y enfermedad cerebrovascular (45) (ver
Figura 5). Aquellos individuos con cierta actividad enzimética residual
presentan las manifestaciones clinicas de forma mas tardia, en la edad
adulta (4° a 7° decada de la vida) y en muchas ocasiones con afectacion
casi exclusiva de un solo 6rgano bien renal o cardiaco (46). Aun asi hay
una amplia variabilidad clinica incluso en pacientes con una misma
variante genética (2) (ver Tabla 1).

La esperanza de vida de los pacientes con EF se reduce en 15-20
anos (47). Se estima en 55 afios para los varones y 70 para las mujeres
(48).
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Figura 5 Progresion natural de la enfermedad de Fabry (49). (Licencia Creative
Commons)

1.1.5.1 Afectacion Cardiovascular

La afectacion cardiaca aparece en el 40-60 % de los pacientes
incluyendo miocardiopatia hipertréfica (MCPH), arritmias e isquemia
miocardica (50). Es el 6rgano afectado mas importante y constituye la
mayor causa de morbi-mortalidad, especialmente en la EF de inicio
tardio (2).

La miocardiopatia hipertréfica progresiva con afectacion en la
funcidn diastdlica es la afectacidon por excelencia (26). Se caracteriza
por una hipertrofia ventricular izquierda concéntrica (51) a partir de los
30 afios seguida de fibrosis con el desarrollo consiguiente de arritmias
severas e insuficiencia cardiaca (32). La funcion sistélica estd
conservada hasta estadios avanzados (2). El hallazgo de fibrosis se
considera de mal pronostico debido a su severidad e irreversibilidad (2).
La hipertrofia ventricular no guarda relacién con el acumulo de
esfingolipidos, como se sefiald en el apartado de Etiologia y Patogenia
1.1.3, sino con una hipertrofia miocitaria producida por los
esfingolipidos u otros mediadores secundarios (32). Existen otros
factores que se creen que tiene relacion con el desarrollo de la
afectacion cardiaca en la EF como la activacion neurohormonal,
factores genéticos/ambientales...(2).
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Los defectos de conduccidn y las arritmias se manifiestan de forma
precoz con un acortamiento de intervalo PR debido a la aceleracion en
la conduccién del nodo AV. Posteriormente presentan taquicardias
supraventriculares, bradicardias, arritmias ventriculares y muertes
subitas (2). La funcién microvascular coronaria esta alterada y también
existe una reduccion de la perfusion miocardica (50). A nivel valvular
puede existir afectacion tanto insuficiencia como estenosis (26).

A nivel vascular existe un adelgazamiento de la capa intima y
media que ocurre de manera concomitante al desarrollo de hipertrofia
ventricular izquierda en ausencia de placas de ateroesclerosis lo que
sugiere una patogénesis comun (50).

La realizacion de un electrocardiograma (ECG) en la edad adulta
es un método para detectar alteraciones de forma precoz (acortamiento
PR) aunque es necesario la realizacion de una ecocardiografia para
caracterizar de manera apropiada todas las alteraciones (26) e incluso
la realizacién de una resonancia cardiaca para identificar los defectos
de forma maés precisa (2).

1.1.5.2 Afectacion Renal

La afectacion renal se inicia ya en el periodo fetal (2). Las
manifestaciones clinicas comienzan hacia los 10 afios en forma de
microalbuminuria que progresa hacia proteinuria hacia los 20-30 afios
e IRT precisando terapia renal sustitutiva (dialisis o trasplante) hacia la
cuarta-quinta década de la vida (2,26,50). La afectacion tubular descrita
consiste en hipoestenuria y poliuria (26). A nivel celular se objetiva
mayor acumulacién de esfingolipidos en los podocitos que en las
células endoteliales debido a la ausencia de recambio celular en los
podocitos a diferencia de las células del endotelio, que conlleva al
acumulo progresivo de esfingolipidos durante afios. La afectacion
podocitaria se objetiva en la infancia y precede a la aparicion de
microalbuminuria. Asociado a la pérdida de podocitos se objetiva
desarrollo de glomerulonefrosis segmental y focal. La gravedad de
dicha glomerulonefrosis junto al grado de proteinuria constituyen
factores pronosticos tanto en la historia natural como tras el inicio de la
TES (32).
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1.1.5.3 Afectacion Neuroldgica

A nivel neurolégico podemos hablar de neuropatia periférica,
afectacion del sistema autonomo y cerebrovascular.

La neuropatia periférica es una de las manifestaciones mas
frecuentes objetivada, hasta en el 80% (2,50) de los pacientes y una de
las méas precoces ya que se ha descrito en nifios de 3 afios (52). Se
manifiesta por sensacion de quemazon, y disminucion de la tolerancia
al frio seguida de crisis de dolor agudo (acroparestesias) en las palmas
y plantas de manos y pies que se irradia por toda la extremidad de
manera bilateral y simétrica (50). Las crisis de dolor pueden estar
desencadenadas por fiebre, ejercicio, fatiga, stress o cambios bruscos
de temperatura (53). Pueden durar desde horas hasta dias enteros y en
muchas ocasiones no mejoran con tratamiento analgésico (54).
También presentan dolor de forma crénica en forma de disestesias (50).
La maxima severidad se produce en la 3° y 4° décadas de la vida con
una mejoria posterior debido al deterioro de funcion sensitiva por la
gran extension de la afectacion (26). Afecta tanto a fibras mielinizadas
como no mielinizadas, ambas de pequefio tamafio por lo que los
estudios habituales neurofisiol6gicos son normales ya que se realizan
en fibras de mayor tamafio. Se han descrito depositos de glicolipidos en
perineuro, ganglios sensoriales y células endoteliales. Hay varias
hip6tesis sobre su patogenia, una de ellas atribuye dichos sintomas al
depdsito de Gb3 en los ganglios de las neuronas de las raices dorsales
que producirian apoptosis neuronal. También el acimulo de lysoGb3
en los ganglios y axones de fibras pequefio tamafio afectas puede jugar
un papel causal (50).

En cuanto a la afectacion del sistema nervioso autbnomo se debe a
la afectacidn selectiva de un tipo de fibra (Adelta) con preservacion del
resto y por tanto de algunas de las funciones del sistema nervioso
autonomo (55) La afectacion autondmica no es severa (50), a diferencia
de la sensitiva previamente descrita. La hipo/anhidrosis objetivada
afecta entre 50 % de los varones y 30 % de las mujeres (27) pero es uno
de los sintomas precoces (56). También presentan afectacion en la
contraccién pupilar, disminucion en la formacién de la saliva y de las
lagrimas, afectacion a la motilidad intestinal y alteraciones en el ritmo
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cardiaco asi como disminucion en la reaccion cutanea a la histamina
(57).

La afectacion cerebrovascular incluye la presencia de infartos,
accidentes isquémicos transitorios (AIT), cefaleas, vértigo y demencia
vascular (2,50). El infarto puede llegar a ser incluso la primera
manifestacion de la enfermedad y se han descrito casos en nifios (58).
Esté descrita una prevalencia entorno al 7% de los varones y 4% de las
mujeres (59,60) se cree que la EF es la casusa de un porcentaje de
infartos  criptogenéticos (61). La causa de esta afectacion
cerebrovascular es resultado de una disfuncion sistémica vascular
multifactorial que incluye acumulacion progresiva de Gb3 en las células
endoteliales y en el masculo liso de los vasos con progresiva estenosis
y oclusiones asi como dilataciones en las pequefias arterias (62),
proliferacion de musculo liso (36,63) y estado pretrombdético. Dicho
estado pretrombdtico es consecuencia de una disfunciéon endotelial
(64), una ectasia vascular (65) y un aumento del flujo cerebral (66). Se
han encontrado depoésitos de glucolipidos en las neuronas de las
neuronas del tronco del encéfalo, hipotalamo, amigdala, hipocampo y
cortex entorrinal (63). Si bien los infartos ocurren en un porcentaje
pequefio de pacientes con EF, las alteraciones en la neuroimagen se
objetivan hasta en el 52% de pacientes de 55 afios (67) y también han
sido descritas en la infancia (68). Existe un hallazgo caracteristico de la
EF, el “signo pulvinar” que es objetivado hasta en el 23% de los
pacientes con EF hacia los 30 afios y es la traduccion del aumento de
flujo en la circulacion posterior (69-72). Otros hallazgos encontrados
en pacientes asintomaticos (70) son lesiones en materia blanca
periventricular, mircrohemorragias, infartos corticales de la materia
gris, infartos lacunares profundos y malformacion Arnold Chiari tipo 1
(69,73). A pesar de que la distribucion de las alteraciones se puede
encontrar en cualquier localizacion predomina la afectacion posterior.

1.1.5.4 Afectacién Dermatoldgica

Una de las manifestaciones mas frecuentes son los
angioqueratomas ya presentes en el 66% de los varones a los 19 afios
(45). Se describen como lesiones rojo oscuro/azul oscuro en las capas
superficiales de la piel, pueden estar ligeramente sobreelevadas y no
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desaparecen con la presion, también se puede objetivar leve
hiperqueratosis en lesiones muy extensas (1).

Las localizaciones tipicas son el tronco, los brazos la zona
periumbilical y los genitales (46) de forma bilateral (1).

El nimero y el tamafio de la lesiones cutaneas aumenta con la edad
y la presencia de dichas lesiones se correlaciona con la severidad de las
manifestaciones sistémicas (74).

1.1.5.5 Afectacion Oftalmoldgica

La cornea verticilata es practicamente una caracteristica
obligatoria, ocurre hasta en un 70% de los pacientes (75). Consiste en
una opacidad corneal, inferior, coloracién crema. Inicialmente se
presenta como una lesion difusa en la capa subepitelial, con el tiempo
se extiende desde el centro a la periferia (76).

Ademés, también pueden presentar cambios en los vasos
conjuntivales, tortuosidad en los vasos retinianos, opacidades
lenticulares, edema palpebral, atrofia Optica, papiledema, nistagmus,
oftalmoplejia internuclear y oclusiones venosas retinianas (2). La
agudeza visual no se ve afectada de forma habitual si bien se pueden
producir pérdidas bruscas de vision en relacion a oclusiones arteriales
retinianas (50).

Se ha demostrado una relacion entre los cambios a nivel ocular y
la severidad y el genotipo de la enfermedad (77).

1.1.5.6 Otras Manifestaciones Clinicas

Los depositos de glucoesfingolipidos en los pequefios vasos
intestinales y en los ganglios autonémicos producen episodios de
diarrea, nauseas y vomitos y dolores abdominales entre otros (78).

A nivel neuropsiquiatrico se han descrito trastornos del aprendizaje
y déficit de memoria (2). La afectacion en el estado de &nimo también
es una complicacién descrita en estos pacientes con una prevalencia
estimada 15-62% (79). El deterioro cognitivo se ha descrito hasta en un
29,3 de los pacientes con EF, sin encontrar relacion con el tiempo de
evolucion pero si con la mayor afectacion a nivel cerebrovascular (80).

Se han descrito problemas audiol6gicos (hipoacusia y tinnitus) en
un porcentaje alto de nifios (55% nifias y 39 % nifios) (81). Se ha
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descrito una afectacion vestibular progresiva en ambos sexos (82) y una
relacion entre afectacion vascular/neuropatica y pérdida auditiva en
varones (83).

Los pacientes afectos de EF también pueden presentar alteraciones
endocrinas, la mas comun es el hipotiroidismo con anticuerpos
negativos (84).

A nivel respiratorio los pacientes con EF presentan con mayor
frecuencia obstruccién de la via aérea (61 % varones y 26 mujeres) (85)
que se ha demostrado que mejora tras inicio de TES (86).

A nivel 6seo varios estudios han demostrado la existencia de
osteoporosis y osteopenia (50 % de los pacientes) llegando a producir
fracturas lumbares espontéaneas (85,87).

13
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Tabla 1. Resumen de las manifestaciones clinicas (V=Varén, M =Mujer). Modificado
de Thomas y colaboradores (27).

Organo Sintomas Detalles Frgcuenaa Edad me_d 1a
estimada inicio (afos)
Cardiovas Anomalias Atrial o ventricular. Puede
cular conduccion requerir marcapasos o
colocacion de un desfibrilador

Hipertrofia 46-88% (V) 38-42 (V)

ventricular 18-28% (M) 49,8-55,4 (M)

izquierda

Anormalidades  Regurgitacion mitral o 29% (V)

valvulares adelgazamiento valvula aortica  48% (M)

Rindn Proteinuria 44-84% (V) 20-30
33% (M)

Fallo renal Inicialmente presenta Anormal 47% Dialisis 36,7
hiperfiltracion renal (W, g @) )
evolucionando a IRT IRT 17-30,8% Trasplante

V), 1-3% (M) Renal 40 (V)
Cerebrovas ACV Aumento de proporcion de 6,9% (V) 39 (V)
cular eventos cirulatorios posteriores  4,3% (M) 46 (M)

AIT Habitualmente precede al ACV. ACV/AIT: 38,8 (V)
Asintomatico detectando en 12-24% (V) 52 (M)
resonancia magnética craneal 22-27% (M)
lesiones en sustancia blanca o
tortousidad vascular.

Cefalea/Migra  Asociado con aumento de riesgo  15% (V)

fa ACV

Piel Angioquerato Frecuentemente presente en 71% (V) 16,8 anos (V)

ma regiones peri-umbilical y genital  17-35% (M)

Dismorfias Filtrum corto, prominencia 56% (V)

faciales supraorbitaria, nariz bulbosa

Hipohidrosis . . 56% (V)

Pueden presentar hiperdrosis 33% (M)
Ly 2z Edema tobillo no fluctuante 213;6%( A(/\\;)
Ocular Cornea 77 % (V)
Verticilata 73 % (M)
Gastrointes Dolor/Alteraci Dolor crénico. diarrea 69% (V)
tinal ones Lo > ? 58% (M)
s estrefiimiento
movilidad
Audiovesti  Pérdida 41% (V) 29 (V)
bular auditiva 23% (M)

Audiograma Pérdida auditiva neurosensorial 78% (V)

patologico para altas frecuencias

Tinnitus 38% (V)

25% (M)
Neurologica Dolor Desencadenantes: calor, 77% (V) 9,4-10,1 (V)

neuropatico ejercicio, stress, fiebre. 43-70% (M) 14-16,9 (M)

Desaparecen en edad adulta 11
%
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1.1.6 Manifestaciones Clinicas en la Infancia

El acimulo de esfingolipidos se inicia en el periodo fetal ya que se
han detectado depositos en Gb3 en varones afectos en la cara materna
y fetal de la placenta, rifidn, plexo mesentérico e higado. La afectacion
corneal ha sido detectada a partir de la semana 22 de gestacion (68).

En una revision realizada en 2014 (68) sobre todas las
publicaciones existentes en relacion a las manifestaciones clinicas
presentadas en los primeros afos de vida (< 5 afios) se encontraron 120
articulos describiendo un total de 41 nifios (ver Tabla 2). Los sintomas
mas frecuentes en esas edades fueron en primer lugar el dolor
neuropatico seguido de manifestaciones gastrointestinales. Las
primeras lesiones en la sustancia blanca se han objetivado en nifios de
8 afos y no se han encontrado articulos en los que se haya realizado una
resonancia magnética (RM) craneal en menores de 5 afios (88). A nivel
cutaneo se han objetivado inclusiones en forma de cebra en las células
endoteliales y epiteliales en un nifio de 12 meses sin objetivar
angioqueratomas visibles (89). La afectacion cardiaca objetivada en la
infancia precoz incluye dolor toréacico, enfermedad valvular leve,
aumento de la masa de ventriculo derecho, acortamiento del intervalo
PR e inversion de la onda T indicando inversién en la repolarizacion
(90-92). Sintomas severos a nivel cardiaco no han sido descritos en
periodos previos a la adolescencia (91). Se han descrito depdsitos de
Gb3 en biopsia renal de un nifio de 4 afios (93), las manifestaciones
clinicas renales objetivadas en la infancia temprana son
microalbuminuria, proteinuria y disminucién del filtrado glomerular
(68). La disminucion del filtrado glomerural se ha detectado en un nifio
de 4 afios (94). La determinacion de la ratio albumina/creatinina nos
puede informar acerca de la progresion de la enfermedad y de la eficacia
del tratamiento (68).

En una revision realizada en 2008 en pacientes pediatricos del
Registro de Fabry (94), se objetivd entre un total de 352 nifios
analizados, una media de edad de comienzo de sintomas entorno a los
6 afios en nifios y 9 en nifias. El sintoma mas comun fue el dolor
neuropatico (58 % nifios y 41 % nifias) seguido de los sintomas
gastrointestinales. Tan so6lo 3 de 352 nifios evaluados tenia datos de
Insuficiencia renal (estadio Il) y otros 3 nifios HVI.
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Tabla 2. Resumen de manifestaciones clinicas en pacientes con enfermedad de
Fabry (recién nacidos-4 afos). Modificado de Laney v colaboradores (68).

Registro mas
Signos y sintomas relacionados a Fabry temprano de

sintomas
Hallazgos de depdsitos de globotriaosylceramide en  Prenatal
biopsias de 6rganos

Opacidades corneales (Cornea verticillata) Prenatal / recién
nacido

Trastornos gastrointestinales, incluyendo nauseas, 1 ano

vomitos, diarrea, estrefiimiento y dolor abdominal

Retraso en el crecimiento en varones (altura 2 afnos

media/peso < percentil 50)

Acroparestesias intermitentes/dolor neuropatico 2 anos

desencadenado por

stress/calor/cansancio/ejercicio

Hipo/anhidrosis 2,5 anos
Crisis de Fabry de dolor neuropatico agonico, que 2,5 anos
tipicamente comienza en manos y pies y puede

irradiar a zonas proximales

Intolerancia al frio, calor y/o al ejercicio 3,5 afos
Tortuosidades en vasos retinianos 4,0 anos
Tinnitus / vértigo 4,0 anos
Disminucion del filtrado glomerular 4,0 afos
Inversion de onda T en el ECG 4,0 anos
Enfermedad valvular cardiaca trivial 4,0 anos
Angiogueratomas 4,4 anos

1.1.7 Diagnostico

La sospecha diagnostica se establece en base a las manifestaciones
clinicas previamente descritas (IRT/HVI/ACV de etiologias
desconocidas, angioqueratomas, acroparestesias ...) (1). La
confirmacion diagndstica en varones se puede realizar determinando la
actividad enzimatica en leucocitos de la a-galactosidasa, sin embargo,
el estudio molecular es importante para establecer el fenotipo clinico,
valorar tratamientos especificos (chaperonas) y realizar estudios en el
resto de familiares. En las mujeres es necesario el estudio molecular
para confirmar la enfermedad ya que la actividad enzimatica en sangre
puede ser normal aun en presencia de afectacion en organos (95).

1.1.7.1 Actividad enzimética

La determinacion de la actividad de la enzima a-galactosidasa se
puede realizar en leucocitos de sangre periférica, cultivo de fibroblastos
0 gotas de sangre seca en papel de filtro (49). Consiste en la realizacion
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de un analisis fluorimétrico utilizando como substrato 4-
metilumbelliferil-alfa —D-galactopiranosida o un espectometro de
masas. Valores inferiores a 1 % son compatibles con un fenotipo clasico
mientras que valores por debajo del rango normal (< 25 %) pero
mayores al 1% son detectados en varones con variantes atipicas/
atenuadas (26,50,95). Algunos autores consideran que el valor de la
actividad enzimatica es de gran importancia ya que se puede considerar
que los varones portadores de variantes genéticas de significado incierto
(GVUS) pero con actividad enzimética normal no tiene enfermedad de
Fabry (95). Otros autores (96) relacionan la actividad enzimatica y el
tipo de variante del gen GLA teniendo en cuenta que algunas variantes
con valores enzimaticos entre el 20 y 50 % precisan de algun otro factor
de riesgo para poder producir enfermedad (ver Figura 6).

100%

Variantes benignas GLA

50%—4

Qﬁ%&?}e\ﬁ}gw Variantes GLA

condicionadas por otros
factores de riesgo

E Variantes GLA patogénicas
L]

209%4

Actividad enzimatica (% normal)

Figura 6 Relacion entre variantes gen GLA y actividad enzimatica a-GalA. Figura
modificada de Schiffmann y colaboradores (96). (Con permiso de Springer Nature)

La actividad enzimética en las mujeres no sirve como método de
diagnostico ya que dicho valor puede ser normal en mujeres afectas (49)
debido al efecto Lyon que consiste en la inactivacién aleatoria del
cromosoma X (28,50). Las mujeres heterocigotas son un “mosaico” de
celulas “normales y mutadas” en proporciones variadas en cada 6rgano
(26) segun el cromosoma que haya sido inactivado. Por tanto, la
determinacion de la actividad puede variar dependiendo que
cromosoma X se encuentre inactivo en la muestra que se esta
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determinando sin que dicha muestra sea representativa del resto de las
celulas.

El uso de la determinacion enzimatica en las mujeres como método
de cribado también esta en entre dicho actualmente. Yung-Hsiu Lu y
colaboradores estiman que el 80 % de las mujeres afectas de EF no son
detectadas en un cribado realizado en base a la determinacion
enzimatica y recomiendan el estudio genético como método inicial de
cribado (97).

1.1.7.2 Diagnoéstico Molecular

El estudio molecular es clave en el diagndstico en mujeres (26) en
las que la determinacién de la actividad enzimatica no tiene ningln
valor diagndéstico como se ha explicado previamente.

Existen mas de 900 variantes del gen GLA como ya hemos referido
previamente (Ver 1.1.3 Etiologia y Patogenia). Se pueden clasificar
atendiendo a su patogenidad, asi pues, existen mutaciones patogénicas
que producen fenotipos clésicos, mutaciones patogénicas que producen
fenotipos tardios, variantes de significado incierto y variantes benignas.
En general, la severidad de la mutacién es inversamente proporcional a
la prevalencia de la misma (95). Desde el inicio de los programas de
cribado de enfermedad de Fabry se han encontrado numerosas variantes
del gen GLA. Muchas de ellas no habian sido descritas con anterioridad
y su significado patogénico se desconoce por lo que reciben en nombre
de variantes de significado incierto. Segun el tipo de defecto nos
encontramos con ciertas mutaciones con alta probabilidad de causar
patogenidad (formacion de un codon prematuro de parada que produce
la pérdida de la proteina, cambios en la secuencia catalitica que
producen proteinas no funcionantes 0 mutaciones missense que afectan
al ensamblaje de la enzima) (50). EI método “gold standard” para
esclarecer si una mutacion es patogénica 0 benigna consiste en la
realizacion de estudios de expresion in vitro, disponibles en laboratorios
de investigacion especializados (95).

18



1. INTRODUCCION

1.1.7.3 Biomarcadores
No existen biomarcadores universalmente reconocidos en la EF

(2).

Tradicionalmente se ha utilizado la determinacion de Gb3 en
plasma como marcador pero dicha determinacion de Gb3 tanto en
plasma como en orina no disminuye tras el inicio de tratamiento a pesar
de existir una mejoria clinica (98) y los cambios en las determinaciones
urinarias son ain menos pronunciadas en las mujeres (98,99). No existe
una clara correlacion entre los valores Gb3 y los sintomas ya que se han
detectado valores elevados en nifios asintomaticos, valores bajos en
mujeres clinicamente afectas (100) e incluso se han descrito valores
elevados de Gb3 en pacientes sin EF afectos de patologia cardiaca
(101). Se esta estudiando la posibilidad de realizar determinaciones de
Gb3 en muestras de orina en papel de filtro mediante cromatografia de
liquidos con espectrometro de masas en recién nacidos como método
de cribado neonatal (102) a pesar de que otros autores han detectado
que las concentraciones de Gb3 en menores de 30 dias son variables y
pueden hallarse valores altos en nifios sanos por lo que no deben usarse
en menores de 30 dias (103). Dichas determinaciones de Gb3 en
muestras de orina en papel de filtro ya han sido utilizadas con éxito para
realizar cribados en poblaciones de alto riesgo (pacientes con
manifestaciones clinicas sugestiva y pacientes con enfermad renal
cronica) (102).

Aunqgue LysoGb3 en un prometedor biomarcador (104), ain son
necesarios mas estudios con el objeto de definir bien su fiabilidad y
utilidad. Aerts y colaboradores (36) fueron los primeros en el afio 2008,
en demostrar su utilidad en EF. El incremento relativo en los niveles
circulantes de LysoGh3 es muy superior respecto al incremento de Gb3
al comparar pacientes sanos y afectos de EF. No se produce
solapamiento de los valores entre varones sanos y afectos y poco
solapamiento entre mujeres y controles sanas (36). Si bien la
determinacion de LysoGb3 en plasma no parece estar relacionado con
la presencia de sintomas, ya que esté elevado al nacimiento en varones
con fenotipo de inicio tardio (105), si disminuye cuando se inicia la
terapia enzimatica sustitutoria (36,106,107) y constituye en el momento
actual el mejor marcador no invasivo tras inicio de TES (32). Su
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determinacion en orina si se ha relacionado con la severidad de la
enfermedad (108). En cuanto a la utilizacion de LysoGb3 como
biomarcador de cribado, algunos autores consideran que debido a su
determinacion elevada en pacientes asintomaticos no puede ser usado
para este fin (109) pero en otro estudio (110) los niveles de LysoGb3
>/=2,7 ng/mL se asociaron a afectacion clinica en pacientes portadores
de variantes de significado incierto. En dichos pacientes también se han
descrito valores normales (110,111). También se ha descrito su utilidad
en el diagnostico de mujeres al compararlo con el uso de actividad
enzimatica (104). Maruyama Yy colaboradores (112) concluyen tras
estudiar 2360 pacientes con fenotipo sugestivo de EF que el estudio de
LysoGb3 es un potencial biomarcador primario de cribado objetivando
utilidad tanto en la deteccion de mujeres con actividad enzimaética
normal como para confirmar el diagndstico en sujetos con variantes de
inicio tardio.

Ferreira y colaboradores (100) hipotetizan sobre la posibilidad de
utilizar LysoGb3 en plasma como biomarcador precoz en la progresion
de la afectacidn cardiaca y la excrecion urinaria de Gb3 como marcador
especifico de nefropatia. Existen también otros biomarcadores en
relacion al dafio renal y cardiaco (113) que se detallan en la Tabla 3.

En un estudio publicado en 2018 (114) se identifico un perfil de
microRNAs en pacientes con EF independiente del tipo de mutacion,
sexo y edad que también puede ser Gtil para monitorizar la respuesta al
tratamiento. Los microRNAs son moléculas de pequefio tamafio de
Acido Ribonucleico (RNA) no codificante que regulan la expresion
génica a nivel post-transcripcional. Los niveles de los mircroRNAs
cambian en relaciobn a determinadas patologias neopléasicas,
metabdlicas, renales o cardiovasculares.

3
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Tabla 3. Biomarcadores dafno renal/cardiaco. Modificada de Beirdo y colaboradores (113).

(FG: Filtrado Glomerular; NT-proBNP: fragmento terminal N la prohormona del péptido natriurético cerebral; VI: Ventriculo
izquierdo; Hs-cTnT: Estudios de alta sensibilidad para troponina cardiaca; IL6: Interleucina 6; MCP 1: Proteina 1
quimoatrayente de monocitos; MMP-9: metaloproteinasas de matriz 9)

Organo Biomarcador Plasma/Orina  Valor Disponibilidad Respuesta a TES
Rifi6n Proteinuria Orina Lesion Glomerular Prueba diagnostica Disminucion
Podocituria Orina Cambios en FG Prueba diagnéstica Disminucién
Creatinina Plasma Cambios en FG Prueba diagnostica Disminucion descenso FG
Cistatina C Plasma Cambios precoces en FG Prueba diagnodstica No estudiado
N-acetil-8-d- Orina Lesion tubular Estudios experimentales No estudiado
glucosaminidasa
B2-microglobulina  Orina Lesion tubular Estudios experimentales Disminucién
Uromodulina Orina Lesion tubular Estudios experimentales No estudiado
al-microglobulina  Orina Lesion tubular Estudios experimentales Disminucion
Proteina ligada al  Orina Lesion tubular Estudios experimentales Disminucion
retinol
Bikunina Orina Experimental No estudiado
Corazén  NT-proBNP Plasma Elevado en la enfermedad Prueba diagnostica No estudiado
subclinica. Correlacion con la
severidad de la cardiomiopatia
Troponina Plasma Correlacion con aumento del Prueba diagnostica No estudiado
diametro de pared posterior del VI
Hs-cTnT Plasma Correlacion con hipertrofia de VI y Prueba diagnéstica No estudiado
con la cantidad de fibrosis de VI
IL6 Plasma Lesion Cardiaca Estudios experimentales Disminucion
MCP 1 Plasma Lesion Cardiaca Estudios experimentales Disminucion
MMP-9 Plasma Lesion Cardiaca Estudios experimentales No estudiado



1.1.7.4 Diagnostico Anatomopatoldgico

A nivel anatomopatoldgico, los depdsitos de lipidos acumulados en
lisosomas se describen como una estructura laminar, descritos como
“Zebra-like” si se visualizan con el microscopio electrénico y con
tincion PAS positiva (27)

En la Tabla 4 se detallan los hallazgos fisiopatoldgicos encontrados
segun el érgano afecto

Tabla 4. Hallazgos fisiopatologicos en cada érgano afectado en la enfermedad de
Fabry. Modificado de Vega-Vega vy colaboradores (28).

Células que se pueden afectar
por el deposito de Gb-3

Hallazgos fisiopatolagicos

Renal

Cardiaco

Nervioso

Dermatologico

Oftalmologico

Pulmonar

Gastrointestinal

ORL

Podocitos, mesangio, endotelio
glomerular, epitelio de la capsula de
Bowman, asa de Henle y tubulo
distal; musculo liso y endotelio de
arterias y arteriolas; células
intersticiales.

Miocardiocitos, células del sistema
de conduccion, endotelio, masculo
liso y fibrocitos valvulares.

Endotelio vascular, vasa vasorum,
neuronas del sistema nervioso
central y periférico, incluyendo la
raiz dorsal y ganglios auténomos.

Endotelio vascular, musculo liso,
fibroblastos, perineuro, glandulas
sudoriparas, epitelio.

Epitelio corneal, cristalino,
endotelio vascular.

Epitelio de la via aérea, endotelio
vascular, musculo liso.

Endotelio vascular, epitelio del
intestino delgado, colon y recto,
musculo liso, nervios y ganglios
auténomos, neuronas amielinicas y
células perineurales.

Endotelio vascular, musculo liso y
células ganglionares.

Esclerosis glomerular, atrofia tubular,
fibrosis intersticial.

Hipertrofia de ventriculo izquierdo,
insuficiencia cardiaca, estenosis de vasos
epicardicos, placas de aterosclerosis;
vasoespasmo coronario; complicaciones
tromboticas y tromboembolicas.

Dafio isquémico (anormalidades
protromboticas y obstructivas) y fallo
metabolica que causa disfuncion
neuronal, pérdida de fibras mielinicas y
amielinicas, leucoencefalopatia
multifocal isquémica de pequefos vasos,
ectasia de grandes vasos.

Fragilidad capilar y ectasia vascular en la
epidermis, adelgazamiento de vasos
pequeiios alrededor de glandulas
sudoriparas.

Vetas en epitelio corneal, angiopatia de
conjuntiva y retina, obstruccion de la
arteria central de la retina, disminucion
en la secrecion lagrimal.

Estrechamiento de via aérea, obstruccion
capilar.

Estrechamiento de pequenos vasos en el
mesenterio.

Estrechamiento u oclusion total de vasos
cocleares, neuropatia isquémica auditiva.
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1.1.7.5 Diagnostico prenatal

Es posible el diagndstico prenatal ya que se puede determinar la
actividad de la actividad de la a-galactosidasa A en células corionicas
en la semana 10 de gestacion y en células amnidticas a partir de la
semana 14 (115).

1.1.7.6 Criterios diagnosticos

Recientemente se ha publicado una guia de préactica clinica
multidisciplinar espafiola en la que se recomiendan los siguientes
criterios diagnosticos, tanto en hombres como en mujeres, para la EF
(116):

- Actividad enzimatica a-galactosidasa A en fase liquida < 5%
del valor medio de referencia.

- Presencia de una variante patogénica en el gen GLA.

- Al'menos 1 de los siguientes criterios:

e Presencia de 1 0 mas de los signos caracteristicos de
EF  (dolor neuropatico, cérnea verticilata,
angioqueratoma).
e Presencia de familiar con diagnostico definitivo de
EF portador de la misma variante en el gen GLA.
Se considerara una forma cléasica si el sujeto cumple los dos primeros
criterios y ademas presenta alguno de los signos caracteristicos de la
EF. Por el contrario, si no presenta alguno de los signos caracteristicos,
pero manifiesta afectacion en algin 6rgano diana (corazén, rifién o
SNC) ademas de los dos primeros criterios, se considerara forma no
cléasica de la EF.

1.1.8 Tratamiento

El tratamiento de la EF se puede secuenciar en tres problemas
fundamentales. Por un lado, se trata de paliar la deficiencia enzimatica
mediante la TES o las chaperonas farmacolégicas. Por otro lado se debe
pretender actuar sobre el dafio tisular utilizando de este modo la terapia
coadyuvante especifica y por ultimo se debe tratar el fallo organico
especifico (a nivel renal con terapia de sustitucion renal, a nivel
cardiaco con trasplante cardiaco...) (32).
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En 2018 se ha publicado un documento de consenso sobre los
objetivos terapéuticos especificos y concretos a conseguir segun el
organo afecto y el grado de afectacion clinica al diagnostico (117). En
general se debe disminuir e incluso detener la progresion de la
enfermedad, mejorar la calidad de vida de los pacientes, revertir los
dafos a nivel fisiopatologico y minimizar la morbilidad intentando asi
mismo aumentar la supervivencia (117).

Multiples estudios clinicos se estan realizando en el momento
actual. En el registro de ensayos clinicos y estudios observacionales
desarrollado por el Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos
(118), se registran hasta 142 estudios abiertos en el momento actual, de
los cuales 65 son realizados en pacientes < 18 afios.

1.1.8.1 Terapia Enzimatica Sustitutiva (TES)

La piedra angular en el tratamiento de la EF es la TES (32). Esta
disponible en Europa desde 2001 y en Estados Unidos desde 2003 (50).

Consiste en la administracion intravenosa bisemanal de o-
galactosidasa A humana recombinante (agalsidasa). Dicha molécula se
une a receptores de la membrana celular (Mannosa-6-fosfato) para ser
posteriormente internalizado hacia el lisoma y activarse debido al pH
lisosomal bajo (32). Existen dos preparados comerciales: Agalsidasa
alfa (Replagal, producido por la farmacéutica Shire) y Agalsidasa beta
(Fabrazyme producido por la farmacéutica Sanofi), este altimo es el
Gnico comercializado en Estados Unidos (ver Tabla 5). Ambas
proteinas tienen la misma secuencia de aminoécidos que la enzima
nativa humana y se diferencian en el patrén de glicosilacion (50), ya
que se producen en lineas celulares diferentes. Se han realizado
multiples estudios comparando la eficacia de ambos farmacos sin
encontrar diferencias significativas (50) si bien se ha demostrado que
solo las dosis elevadas que se utilizan con agalsidasa beta (1 mg/Kg/2
semanas) son capaces de eliminar los depdsitos de glucoesfingolipidos
de los podocitos debido a que dosis menores con tiempos de infusion
mas rapidos producen una menor actividad enzimatica intracelular
(119). En un estudio reciente comparando ambas enzimas sugieren una
mayor reduccion de los depdsitos con la utilizacion de Agalsidasa beta
(120). La eficacia de TES ha sido ampliamente demostrada objetivando
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la disminucion de los depoésitos de Gb3, la mejora en la funcion
cardiaca, la estabilizacion de la funcion renal asi como el impacto
favorable en la calidad de vida (121). Su utilizacién en la edad
pediatrica y en la adolescencia sugiere que incluso puede cambiar
potencialmente el curso natural de la enfermedad (121).

Para monitorizar la eficacia del tratamiento se debe comprobar la
disminucion de los depositos de glucoesfingolipidos y el dafio tisular.
La disminucion de los depositos de glucoesfingolipicos se puede
comprobar de forma invasiva realizando una biopsia del 6rgano afecto
0 de forma no invasiva mediante la determinacion de LysoGb3
circulante siendo dicha determinacion en el momento actual el mejor
marcador no invasivo (32) También es posible la determinacion de Gb3
en plasma y orina (117). El dafo tisular se comprueba realizando
estudio de funcion renal (ratio albimina/creatinina, Filtrado Glomerular
Estimado), ecocardiografia 0 Resonancia Magnética (RM) cardiaca,
Holter Cardiaco, RM cerebral, audiometrias y/o escalas de dolor (32).
El indice de Severidad de Mainz (Mainz Severity Score Index) también
se utiliza como sistema de monitorizacion de la mejoria clinica
objetivada en pacientes con enfermedad de Fabry clésica que reciben
TES (3).

Asociado al uso de TES se ha objetivado la formacion de
anticuerpos, la mayoria del tipo 1gG, que pueden ocasionar desde la
neutralizacion de la actividad enzimética, alteracion de la
biodisponibilidad o reacciones de hipersensibilidad (27). La frecuencia
de aparicion de dichos anticuerpos se sitla en torno a 64 % en varones
al administrar Agalsidasa alfa pudiendo incluso no aparecer en mujeres
(27) y 88 % en varones (122) y 53 % en mujeres si se utiliza Agalsidasa
beta (123). En un estudio reciente comparando ambas enzimas (120) se
constatd la mayor prevalencia de anticuerpos en aquellos pacientes que
recibian tratamiento con Agalsidasa beta (refieren en posible relacion a
la dosis 0 a su obtencion debido a diferencias en la glicosilacion) si bien
la progresiva disminucion en LysoGb3 no se veria afectada lo que
significaria que no tendria relevancia clinica (relacionado con el uso de
dosis elevadas que superaria el efecto negativo de la formacion de
anticuerpos). En aquellos pacientes a los que se les administraba
Agalsidasa alfa y desarrollaban anticuerpos si se objetivaba una
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disminucion de LysoGb3 menos prominente. Estudios recientes se
encaminan hacia la posibilidad de la utilizacion de terapia
inmunoduladora en pacientes que hayan desarrollado estos anticuerpos
(124).

El inicio de TES es un tema importante ya que se debe comenzar
con dicho tratamiento tan pronto aparezcan los primeros sintomas y
signos ya que la eficacia sera mayor si se comienza en etapas tempranas
teniendo una eficacia limitada en estadios avanzados (50). Segun el
ultimo documento de consenso en cuanto al comienzo del tratamiento
con TES (95) se recomienda el inicio de TES en todo varon portador de
una mutacion en el gen GLA que provoquen enfermedad tipica/clasica
independientemente de la edad y de la existencia de sintomatologia. Se
ha demostrado la evidencia histologica de la acumulacién de Gb3 asi
como el dafio celular y vascular en tejido renal en ausencia de
manifestaciones clinicas, incluida microalbuminuria, en nifios varones
portadores de mutaciones con fenotipo clasico (125). En las mujeres
portadoras de variantes del gen GLA causantes de EF clasica se debe
iniciar TES si presentan afectacion clinica sugestiva de EF (dolor
neuropatico, proteinuria/albuminuria, ACV/AIT, afectacion cardiaca,
gastrointestinal...) y también se debe considerar iniciar TES si
presentan datos de laboratorio/imagen que evidencien inicio de dafio
renal, cardiaco, cerebrovascular (disminucion filtrado glomerular,
albuminuria persistente, infartos silentes, MCPH, arritmias...). En
aquellos pacientes, varones o mujeres, portadores de variantes
causantes de EF de inicio tardio o Variantes de Significado Incierto se
debe considerar el inicio de TES ante sintomatologia compatible con
EF o datos de laboratorio/imagen que evidencien inicio de dafio renal,
cardiaco, cerebrovascular atribuibles a la EF para lo que puede requerir
evidenciar acimulo de Gbh3 de forma histolégica o bioguimica.

También es importante determinar en qué fases clinicas el
tratamiento con TES no se debe iniciar. En 2015 el grupo de trabajo
europeo sobre la EF elaboré un documento de consenso sobre el
tratamiento con TES y realizd una serie de recomendaciones al respecto
de cuando no iniciarlo. Dicho comité de expertos no recomienda iniciar
TES en pacientes con importante afectacion cardiaca (extensa fibrosis)
y en los que la indicacion de TES se hace exclusivamente en relacion a
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su patologia cardiaca (126). En dicho documento no se llegé a ningdn
consenso acerca de la no recomendacion de inicio de TES en pacientes
con IRT.
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Tabla 5. Preparados de agalsidasa de disponibilidad generalizada. Modificada de Ortiz y colaboradores (32).

Agalsidasa-a

Agalsidasa-p

Caracteristicas del producto
Naturaleza
Obtenida de
Disponibilidad
Ensayos controlados por placebo y seguimiento a largo plazo

Ensayos fase | para determinar la dosis (mg/kg): dosis estudiada

Dosis probadas en ensayos controlados por placebo fase II/11l (mg/kg/2
semanas)

Publicacion de los resultados del seguimiento de 10 afos de los pacientes
incluidos en los ensayos controlados por placebo fase II/Ill

Pacientes de ensayos clinicos aleatorizados fase I1/1ll que requirieron duplicar
la dosis acumulativa (administracion semanal) por respuesta clinica suboptima
tras la finalizacion del ensayo

Ensayo controlado por placebo fase IV, criterio de valoracion primario: sucesos
clinicos graves

Comparacién directa
Ensayo clinico CFDI fase IV alfa 0,2 frente a beta 1 mg/kg/2 semanas. Sucesos
clinicos graves por paciente, 8 afios de seguimiento

Informacion del prospecto
Administracion
Tiempo de infusion (min)

Dosis recomendada (mg/kg/2 semanas)

Actividad enzimdtica intracelular en la dosis e intervalos de dosis del prospecto
Actividad intracelular de alfa-galactosidasa A en leucocitos, AUC durante 2
semanas (media [1C95%], h [nmol/h/mg]) a la dosis recomendada en el
prospecto

Proteina recombinante humana
Células de fibrosarcoma humano
Mundial, excluyendo EE.UU.

0,007; 0,014; 0,028; 0,056; 0,1
(dosis Unica)

0,2

No
12/41 (29%)

No

0,65

Intravenosa
40
0,2

396 (299-493)

Proteina recombinante humana
Células CHO
Mundial y EE.UU.

0,3; 1,0; 3,0 (5 dosis
consecutivas, cada 2 semanas)

1,0

Si

Ninguno reportado

Si

0,33

Intravenosa
>120
1,0

3709 (2517-4900)

AUC: drea bajo la curva; CFDI: Canadian fabry Disease Initiative (“Iniciativa Canadiense para la enfermedad de Fabry”); CHO; Chinese hdmster ovary

cells (“células de ovario de hdmster chino”); IC: intervalo de confianza.




1.1.8.2 Chaperona

Las Chaperonas son pequefias moléculas que se unen al sitio activo
de la a-galactosidasa A y ayudan su correcto plegado (27). Esto hace
que la enzima pueda ser trasportada desde el reticulo endoplasmico al
interior del lisosoma donde pueda ejercer su funcién (24,27). Por tanto,
dichas moléculas solo se podran utilizar con determinadas variantes del
gen GLA que causen enzimas con plegados anomalos (denominadas
“mutaciones susceptibles”).

La chaperona  farmacologica  Migalastat (DGJ, 1-
deoxygalactonojirimycin, AT1001) (27), ha sido la primera chaperona
para la EF aprobada por la Agencia Europea del Medicamento en el afio
2016 y en agosto 2018 por la FDA (Food and Drug Administration).
Esta indicada en pacientes con diagnéstico de EF portadores de
mutaciones susceptibles, con filtrado glomerular >30mL/min/1.73m? y
de edad > 16 afios en Unidn Europea, Suiza, Australia, Korea, Israel y
Japdn y >18 afios en Estados Unidos y Canada (24,127). Se administra
en monoterapia por via oral a dias alternos (128). Para la deteccion de
dichas mutaciones susceptibles se realiza un ensayo de susceptibilidad
de migalastat que consiste en medir el aumento en la actividad de la
enzima o-galactosidasa A inducido por migalastat en células portadoras
de la variante GLA a estudio (127). Se ha estimado que migalastat se
podria utilizar en el 30 % del total de pacientes con EF (124). Ha
demostrado su eficacia comparada con placebo en el ensayo FACETS
con 67 pacientes objetivando disminucion en los depositos de Gb3
renales y en plasma, estabilizando la funcién renal, disminuyendo la
masa cardiaca y mejorando los sintomas gastrointestinales
(24,127,129). También se ha constatado su eficacia comparada con TES
en el ensayo ATTRACT que incluia 60 sujetos, en el que se detectd
similar efecto a nivel de la funcidn renal asi como una mayor reduccion
en la masa cardiaca (24,127,130). En el momento actual se esta
Ilevando a cabo un estudio en fase Il explorando la terapia combinada
(TES+Migalastat) objetivando aumento de la actividad enzimatica
comparado con TES (124), asi como un ensayo clinico para valorar la
eficacia en nifios mayores de 12 afios (NUmero de identificacion del
estudio en ClinicalTrials.gov: NCT03500094) (118).
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1.1.8.3 Otros tratamientos

La terapia génica ofrece la ventaja de la posibilidad de una
actividad enzimatica continua a diferencia de la terapia intermitente,
tipo bolus, de los otros tratamientos (27). Se estan desarrollando
terapias tanto ex vivo (extraccion de células madre del paciente afecto,
correccion genética y reinfusién) como in vivo (introduccion de un
vector que sobreexpresa la proteina recombinante en el organismo)
(27). Asimismo se ha planteado el uso de un vector basado en AAVS8
para la edicion in vivo del locus de la albumina y la expresion especifica
del alfa galactosidasa A en el higado (21). Se ha demostrado en modelos
de raton que la inyeccién del virus produce un aumento de actividad
enzimatica y disminucién de Gb3 (17,18) pero falta todavia la prueba
de concepto clinica y datos de seguridad (22).

En relacion a la terapia génica ex vivo para la enfermedad de Fabry
se estan desarrollando ya en la actualidad varios ensayos en fase clinica
(Ndmero de identificacion de los estudios en ClinicalTrials.gov:
NCT03454893, NCT02800070, NCT03454893). En el ensayo clinico
iniciado en 2017 en Canada por Medin y colaboradores (131) (NUmero
de identificacién de los estudios en ClinicalTrials.gov: NCT02800070)
se ha llevado a cabo un autotransplante de células recombinantes en 3
pacientes varones con EF clasica objetivando hasta el momento datos
de seguridad y eficacia (118).

Otros tratamientos en desarrollo son aquellos que pretenden
disminuir la generacion de esfingolipidos, conocidos como tratamientos
de reduccion de sustratos (32). Lucerastat (23) es un inhibidor de la
enzima glucosilceramida sintasa reduciendo de esta forma la
produccion de glucoesfingolipidos, su administracion es oral e
independientemente del tipo de mutacién. Actualmente se encuentra en
ensayo clinico fase 3 en monoterapia en paciente con EF con la
intencion de mejorar el dolor neuropatico.

La molécula de agalsidasa de vida media prolongada también esta
siendo desarrollada (32). Recientemente se han publicado los resultados
del estudio realizado con la molécula Pegunigalsidasa alfa administrada
en 16 pacientes con EF que, tras un afio de tratamiento, objetivan un
perfil farmacocinético unico (vida media en plasma 53-121 horas) asi
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como menor inmunogenicidad que el resto de moléculas utilizadas
habitualmente en TES (132)

1.1.8.4 Tratamiento Complementario

Asociado a la TES y a la terapia con chaperonas se debe realizar el
tratamiento “Organo-especifico” al que nos referiremos como
tratamiento complementario. Segun el drgano afecto y las
manifestaciones clinicas existirdn una serie de tratamientos
recomendados y disponibles (Ver Tabla 6), (26,95).

Tabla 6. Tratamiento complementario en Enfermedad de Fabry. Modificada de
Schiffmann y colaboradores (26).

Sintomas Terapia

Arritmias Desfibrilador Automatico Implantable,
marcapasos, Anticoagulantes

Insuficiencia cardiaca Trasplante Cardiaco

Proteinuria Farmacos inhibidores de la enzima

convertidora en angiotensina, bloqueantes
receptor angiotensina, control de la tension

arterial.
Insuficiencia renal Dialisis, trasplante renal
Neuropatia Antiepiléptico (Carbamacepina, gabapentina,
pregabalina...) Evitar desencadenantes.
Afectacion Antiplaquetarios (Clopidrogrel, acido acetil
cerebrovascular salicilico), eliminar factores de riesgo

(tabaco, hipertension arterial,
hiperlipidemia..)

Manifestaciones digestivas Metoclopramida, ranitidina.
Depresion Tratamiento antidepresivo
Pérdida auditiva Audifonos, implante coclear
Hipotiroidismo Tratamiento hormonal sustitutorio

1.1.8.,5 Tratamiento en el paciente pediatrico

El TES de la EF debe iniciarse en estadios precoces para actuar
sobre cambios patologicos potencialmente reversibles y asi conseguir
reducir al maximo las consecuencias a largo plazo. El efecto de TES es
limitado en estadios avanzados al encontrarnos a nivel molecular con
cambios histopatoldgicos irreversibles como la fibrosis (133). En una
revision publicada en 2018 analizando todas la publicaciones realizadas
sobre el uso de TES en la edad pediatrica (134) se comprobd cémo tras
el inicio del tratamiento con TES los niveles de Gb3 se redujeron
significativamente o incluso se normalizaron. Ademas, objetivaron
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mejoria clinica en relacion a los dolores neuropaticos, sintomas
gastrointestinales y calidad de vida. De acuerdo con el ultimo consenso
sobre el manejo de la EF, el tratamiento con TES en aquellos pacientes
varones portadores de una variante del gen GLA asociado a un fenotipo
clasico debe considerarse independientemente de la edad (95), otras
recomendaciones sitlan a entre los 8-10 afios el inicio de TES (133).
Segun el consenso previamente mencionado sobre el uso de TES, las
nifias portadoras de una variante del gen GLA asociado a un fenotipo
clasico deben considerarse iniciar TES si se hallan sintomaticas o
aquellas asintométicas pero que presenten micoalbuminuria,
alteraciones en sustancia blanca o hallazgos de afectacion cardiaca.
Mismas indicaciones se recomiendan en aquellos nifios/as portadores
de variantes del gen GLA de inicio tardio o variantes de significado
incierto (95).

En cuanto al tratamiento complementario en la infancia, segun las
manifestaciones clinicas descritas previamente en la edad pediatrica
(1.1.6 Manifestaciones Clinicas en la Infancia), la afectacion mas
frecuente y que mayores consecuencias produce en la calidad de vida
de los nifios es el dolor neuropéatico. Ademas de evitar los posibles
desencadenantes (calor, stress...) un adecuado manejo farmacologico
es de vital importancia tanto en las crisis de dolor agudo como de forma
cronica (133) (ver Figura 7). El resto de tratamientos complementarios
descritos previamente (1.1.8.4 Tratamiento Complementario) también
deben ser utilizados segun las manifestaciones clinicas presentadas.
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Iniciar TES segun guias terapéuticas

.

Caracterizar el dolor (agudo, cronico, episodico)
Iniciar el régimen terapéutico para el dolor neuropatico.

Identificar los desencadenantes y desarrollar estrategias para mitigarlos Dolor NO-
Identificar instrumentos para medir la progresion del dolor y establecer metas terapéuticas neuropitico . Tr

7 adecuado

\ Dolor neuropitico episodico

Dolor neuropatico crénico /
Monoterapia

Férmacos antiepilépticos para el dolor crénico generalizado:
« Agonistas del canal a de calcio (gabapentina, pregabalina)
« Carbamacepina
Farmacos Antidepresivos para el dolor crénico generalizado:
« Antidepresivos triciclicos
« Duloxetina, Velanfaxina
Farmacos topicos para el dolor localizado
« Apositos de Lidocaina
« Capsaicina

Seleccion inicial del farmaco:
« Terapias utilizadas previamente (dosis, eficacia, efectos secundarios)
« Perfil de efectos secundarios
« Interaccione: ol iales con it IS CONCC
« Co-morbilidades (Cardiaca, renal)

Optimizacion de dosis
« Iniciar con dosi: as
« Titulacion de dosis hasta dosis maxima/toxicidad/efectos secundarios
« Continuar la terapia durante 3-8 semanas (dependiente del farmaco)

para establecer la eficacia
Reevaluacion del dolor y QoL

Monoterapia
« Farmacos antipiréticos/antiinflamatorios (paracetamol/metamizol)

« Antiinflamatorios no esteroideos (Naproxeno, Acido Acetilsalicilico,
Ibuprofeno)

« Lidocaina topica

« Capsaicina 8% apositos o parche

« Considerar el uso de opioides (tramadol, oxicodeina, metadona, morfina)

A

| dolor < 3/10y efectos

secundarios tolerables _ Continuar el

« Reevaluacion usando una adecuada medicion del dolor/QoL

L dolor = 4/10 o efectos
secundarios que limitan
optimizacion de dosis

" tratamiento

Sin alivio o efectos
secundarios intolerables

Y

| Cambiar a un tratamiento alterativo |

Anadir un farmaco de diferente clase

y colaboradores (133). (Con permiso de Elservier)

Figura 7 Esquema de tratamiento del dolor Neuropatico en EF. (QoL = Quality of life = Calidad de vida). Modificada de Hopkin




1.1.9 Seguimiento

Las Ultimas recomendaciones sobre el manejo de los pacientes con
EF publicadas en 2018 (95) se resumen en la Tabla 7. En dicho
documento de consenso también se recomienda realizar una biopsia
basal, sobre todo renal con el fin de utilizarlo como marcador para
evaluar la progresion de la enfermedad. Dichas recomendaciones de
seguimiento estan indicadas tanto en varones como en mujeres
portadores de variantes patogénicas del gen GLA si bien en estas Ultimas
se podrian espaciar los controles en caso de encontrarse asintomaticas
y que la expresién predominante sea la del alelo del gen GLA no
patogénico.

Tabla 7. Seguimiento EF en la edad adulta. Modificada de Ortiz y colaboradores
(95).
(®Nivel de riesgo basado en Clasificacion IRC KDIGO 2012 = Bajo Riesgo IRC estadio G1/2 Af1;
Riesgo Moderado IRC estadio G3a A1, G1/2 A2; Alto o Muy Alto Riesgo IRC estadio G4/5, G3b
A1, G3 A3. IRC= insuficiencia renal cronica (135)).
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Organo Valoracion Esquema de Monitorizacion
General Historia clinica y exploracion
fisica completa incluyendo
historia familiar, valoracion de N .
. - p En cada visita meédica
la calidad de vida, sintomas
gastrointestinales, nivel de
depresion /ansiedad
Renal Segln nivel de riesgo basado en
KDIGO 2012: Anualmente si bajo
Filtrado Glomerular (preferible riesgo, cada 6 meses si riesgo
medido, sino estimado) moderado y cada 3 meses si riesgo
alto o muy alto? (FG Medido solo
anualmente debido a su complejidad)
gf:mggger;suzr?ah; 4([;;9(1;6“[)[6) Segun nivel de riesgo basado en
proteinu ot KDIGO 2012: Anualmente si bajo
determinacion en miccion - o
) : riesgo, cada 6 meses si riesgo
aislada ratio o
3 . moderado y cada 3 meses si riesgo
proteina/creatinina o e
albUimina/creatinina Y
25 OH Vitamina D Segyn 1nd1c~acu.)n. c.lm.lca. (Vitamina D
al final otonho/inicio invierno)
SegUn indicacion clinica (alteracion
Biopsia renal en podocitos puede preceder a la
albuminuria patologica)
Cardiaco Tension Arterial y Ritmo

Cardiaco
ECG y Ecocardiograma

En cada visita médica

Anualmente y segln indicacion clinica



Cerebrovasc
ular

ORL
Sistema
Nervioso

Periférico

Pulmonar

Gastrointest
inal

Acimulo
Glicolipidos
Oseo
Oftalmologi
co

Monitorizacio Holter 48 hs (se
recomienda dispositivo
implantable en pacientes con
MCPH importante)

RM Cardiaca con Gadolinio

Péptido Natriurético Cerebral

RM (Angiografia como primera

evaluacion en varones mayores
de 21 anos y mujeres mayores

de 30 anos)

TAC

Audiometria

Evaluacion e historia del dolor
(uso escalas

Valoracion sintomas
autonomicos (TA ortoestatica)
Biopsia de piel

Espirometria incluyendo
respuesta a
broncodilatadores/ejercicio
fisico, oximetria, radiografia
Remitir a Digestivo para realizar
endoscopia o pruebas
radiograficas

Determinacion en plasmay
orina LysoGb3 y Gb3
Densitometria dsea
Exploracion oftalmologica

1. INTRODUCCION

Anualmente. Frecuencia variable
dependiendo de otros factores de
riesgo/deteccion de arritmias

Cada 2 afios o si hay evidencia clinica
de progresion de la enfermedad
Anualmente para pacientes con MCPH
o bradicardia

Cada 3 anos y cuando sea necesario
clinicamente.

En caso de infarto agudo y solo si RM
esta contraindicada por uso de
Marcapasos

Cuando sea necesario

Anualmente (menos frecuente en
ancianos)

Anualmente
Considerar

Cada dos afos o antes si hay
indicacion clinica. Radiografia segun
indicacion clinica

Si los sintomas persisten o empeoran
a pesar del tratamiento

Al diagnostico y anualmente
Considerar

Segln indicacion clinica

En cuanto los pacientes pediatricos, existen algunas guias
publicadas en Inglaterra y Francia (133) sin embargo, debido a la falta
de biomarcadores precoces de la EF es dificil realizar una guia en la que
se refleje una monitorizacion y manejo 6ptimo. En la Tabla 8 se detallan
las Gltimas recomendaciones publicadas en 2016 (133).
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Tabla 8. Seguimiento EF en la edad pediatrica. Modificada de Hopkin y
colaboradores (133).

Valoracion

Esquema de Monitorizacion

General Exploracion Fisica completa
incluyendo calidad de Al diagnéstico y cada afio
vida/estado de animo
Genotipo Al diagnéstico

. - Al diagnéstico y cuando sea necesario en la
Consejo Genético .
edad reproductiva
Renal Medicion Filtrado Al diagnostico y de forma regular (Minimo

Glomerular cada ano). Si TES cada 6 meses
Tl - . Primera orina de la mafnana. Cada afo
albuminuria/creatinina
Biopsia Renal Si existe indicacion clinica

Cardiaco Tension Arterial y Ritmo En cada visita médica

Al diagnostico y cada 2 afos (inicio a los 10
anos) y cuando esté indicado clinicamente
No de rutina (Util para diagndstico fibrosis

ECG y Ecocardiograma

RM Cardiaca
latente)
Holter Si clinica de arritmias. Si se detectan, se
deber realizar mas frecuentemente
Sistema nervioso No de rutina (realizar rapidamente en edad
central RM pediatrica si existe algun cambio
neurologico potencialmente relacionado
con infarto o AIT)
Dolor Evaluacion e historia del B > .
. Al diagnostico y en cada valoracion clinica
neuropatico dolor (uso escalas)
Tracto Historia médica con

Gastrointestinal  especial atencion a habito
intestinal, nauseas/vomitos,
aumento de peso, dieta.
Evaluacion radiografica o
endoscopica puede ser de
utilidad para excluir otras
causas de dolor abdominal
no relacionadas con EF

Al diagnostico y al menos de forma anual

1.2 CRIBADO ENFERMEDAD DE FABRY

1.2.1 Cribado Neonatal

El cribado neonatal es un programa de salud pablica que permite
detectar de forma precoz determinadas patologias en recién nacidos.

Los primeros cribados neonatales se desarrollaron en Europa en la
década de los afios 50 para la deteccion de fenilcetonuria (136). En 1958
se inicio de Cardiff el primer cribado neonatal oficial al implicar a las
Autoridades sanitarias (137). A partir de entonces se extendieron por el
resto de paises europeos no siendo hasta diez afios después, en 1968,
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cuando comenzaron a realizarse dichos programas de cribado neonatal
en Espafa paralelamente en Granada de la mano del Profesor Federico
Mayor Zaragoza y en Barcelona gracias a Juan Sabater, Jesus Raventos
y la Fundacion Juan March (136). Con la creacion del grupo de trabajo
para la elaboracion del Plan Nacional de Prevencion de la
Subnormalidad en 1976 se iniciaron los pasos para conseguir la
cobertura nacional de los planes de cribado neonatal existentes en
Espafia, continuando dicha labor en cada comunidad auténoma tras la
trasferencia de dichas competencias en 1982 a través de los programas
autonomicos (136). En el momento actual los Programas de Cribado
Neonatal Autondémicos se rigen por la normativa estatal regulada
mediante la Orden SS1/2065/2014,* en la que se establece la deteccion
de como minimo 7 enfermedades endocrino-metabdlicas
(Hipotiroidismo  congénito,  Fenilcetonuria, Fibrosis quistica,
Deficiencia de acil-coenzima A-deshidrogenasa de cadena media,
Deficiencia de 3-hidroxi-acil-coenzima A-deshidrogenasa de cadena
larga, Acidemia glutarica tipo | y Anemia falciforme).

En la Comunidad Auténoma de Galicia el cribado neonatal se puso
en marcha en 1978. Progresivamente se han ido incluyendo varias
enfermedades y desde el afio 2001 se lleva a cabo el cribado neonatal
ampliado que se realiza mediante la técnica de la espectometria tandem-
masas. Dicha técnica consiste en la cuantificacion e identificacion de
moléculas basandose en su masa (138). En el momento actual se realiza
la deteccion de forma precoz mediante el Programa de Cribado
Neonatal de las siguientes enfermedades:

1. Hipotiroidismo congénito

2. Alteraciones de los Aminoacidos
a. Fenilcetonuria (PKU)
b. Leucinosis (MSUD)

1 Orden SSI1/2065/2014 del 31 de octubre (publicada en el Boletin Oficial del Estado
namero 269; 6 de noviembre de 2014: 91369-91382) Ministerio de Sanidad, Servicios
Sociales e Igualdad. Madifica los anexos I, 11 y 111 del Real Decreto 1030/2006, de 15
de septiembre, por el que se establece la cartera de servicios comunes del Sistema
Nacional de Salud y el procedimiento para su actualizacién. B.O.E. nimero 269; 6 de
noviembre de 2014: 91369-91382.
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Homocistinuria (HCY)
Tirosinemia tipo I (TYR 1)
Tirosinemia sin clasificar
Argininemia (ARG)
Hiperprolinemia (PRO)
Hidroxiprolinemia
Hipermetioninemia
Cistinuria

Dibasico aminoaciduria
Cistationinemia

. Alcaptonuria

Hiperglicinemia no cetosica
Citrulinemia
Histidinemia

3. Alteracmnes del Metabolismo de los Acidos Organicos

a.
b.

C.

d.
e.

f.

Acidemias metilmaldnicas (MMA)

Acidemia propidnica (deficiencia de propionil-CoA
carboxilasa) (PA)

Acidemia glutérica tipo | (deficiencia de glutaril-CoA
deshidrogenasa) (AGA 1)

Deficiencia de 3-metilcrotonil-CoA carboxilasa (MCC)
Deficiencia de 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA liasa
(HMG)

Aciduria arginosuccinica

Aciduria mevalonica

g.
4. Alteraciones del metabolismo de los Acidos Grasos

a.

b.

C.

d.
e.

Deficiencia de acil-CoA deshidrogenasa de cadena corta
(SCAD)

Deficiencia de acil-CoA deshidrogenasa de cadena
media (MCAD)

Deficiencia de hidroxiacil-CoA deshidrogenasa de
cadena larga (LCHAD)

Deficiencia primaria de carnitina (CUD)

Aciduria piroglutamica (5-oxoprolinuria) (PG A)

5. Otras Alteraciones

a.

Deficiencia de biotinidasa
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Galactosemia clésica (Def. Gal-1-P-uridil-transferasa)
Galactosemia (Def. Galactoquinasa)
Galactosemia (Def. UDP.Gal-epimerasa)
Diabetes mellitus
Glucosuria
g. Acidosis lactica congénita
6. Situaciones benignas o transitorias
a. Hipertirotropinemia transitoria
b. Hiperfenilalaninemia benigna
c. Tirosinemia transitoria
d. Acidemia metilmaldnica transitoria
e. Deficiencia parcial de biotinidasa
Es de resefiar que faltaria por incorporar la anemia falciforme, una
de las enfermedades consideradas obligatorias por parte de ministerio
desde 2014.

S0 o0 o

El objetivo de un cribado neonatal es, como hemos apuntado
previamente, la deteccion de enfermedades de forma precoz en el recién
nacido. Dicha deteccion temprana hace posible un seguimiento y una
intervencion terapéutica de forma precoz que modifica el curso clinico
y la supervivencia de los afectados, reduciendo por tanto la morbilidad
y mortalidad de dicha patologia. Estas enfermedades diana del cribado
neonatal son del tipo endocrino o metabolico congénitas y no son
evidentes clinicamente en sus fases iniciales es por ello que su deteccion
al nacimiento, previo al inicio de los sintomas, permite cambiar el curso
de las mismas. Tradicionalmente toda enfermedad susceptible de ser
incluida en un programa de cribado neonatal debe cumplir los criterios
de Wilson-Junger (139):

v Debe ser un importante problema de salud.

v La enfermedad debe cursar con un periodo asintomatico y
se debe conocer el curso natural de la enfermedad.

v" Debe existir un diagndstico.

v Debe haber una prueba de deteccion y dicha prueba debe
ser aceptable para la poblacion.

v' El coste del diagnostico de un caso positivo debe ser
economico
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v Debe tener un tratamiento aceptado para los pacientes
diagnosticados y debe existir un consenso sobre quién debe
ser tratado.

v La deteccién de los casos debe ser un proceso continuo.

Dulin-ifiiguez y Col (138) resumen en 5 puntos los puntos previos:

«» Enfermedad con una morbi/mortalidad grave si no se
diagnostica en el periodo neonatal.
No es posible detectarla con una exploracion fisica en el
periodo neonatal.
++ Debe existir un tratamiento efectivo.
Debe poseer una incidencia >1/10000-15000 recién
nacidos.

¢ Debe existir un método de cribado rapido, fiable y bajo
coste.

Dichos criterios se han revisado posteriormente y se incluyen otros
como son la relacién entre la deteccion precoz y la reduccion de la
mortalidad o la relacion con la supervivencia....(138)

Antes de la ejecucion de todo cribado neonatal debe considerarse
la relacion beneficio/dafio ya que la deteccidn en periodo neonatal de
dichas enfermedades debe ocasionar un beneficio clinico al paciente.

Los cribados neonatales han experimentado un importante
aumento en los Ultimos afios en cuanto a las enfermedades incluidas en
ellos en parte debido a la utilizacion de la espectrometria de masas en
tdndem como método de determinacion. La elevada sensibilidad de la
espectrometria de masas y la alta selectividad de los aparatos mas
recientes hace que se hayan convertido en una herramienta estandar en
los laboratorios de cribado y potencian la inclusién de mudltiples
enfermedades en el cribado neonatal, entre otras las enfermedades
lisosomales. Ademas, la existencia de tratamientos especificos para
estas patologias es un incentivo adicional para la introduccién de estas
enfermedades en el cribado (140).

La enfermedad de Fabry, al igual que otras enfermedades
lisosomales, también ha comenzado a formar parte de los cribados
neonatales. La EF posee todas las caracteristicas necesarias para ser
incluida en dichos programas de cribado. Es una enfermedad grave,

X/
o

0
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*¢
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frecuente y que, de no ser detectada en fases precoces, lo que ocurre de
forma habitual debido a sus sintomas poco especificos, produce graves
morbilidades, asi como una reduccion de la esperanza de vida. La
existencia de un tratamiento eficaz, sobre todo iniciado en fases
tempranas favorece alin mas su inclusion dentro de los programas de
cribado neonatal.

Para la realizacion del cribado de la EF, de forma inicial se
cuantifica la actividad enzimatica de a-GalA y en aquellos casos con
baja actividad enzimatica se lleva a cabo el estudio genético
permitiendo identificar variante genéticas en el gen GLA causantes de
EF. Estudios recientes (97) postulan la alta tasa de falsos negativos
existentes entre las mujeres al utilizar como método de cribado inicial
la actividad enzimética ya que hasta un 83% de las mujeres portadoras
de variante patogénica del gen GLA presentan actividades enzimaticas
por encima del punto de corte considerado como patoldgico necesario
para continuar el estudio y realizar el estudio genético. Es por ello que
se estan comenzado a realizar los primeros estudios pilotos en los que
se realiza directamente como método de cribado inicial en las mujeres
el estudio genético del gen GLA sin necesidad de presentar una
actividad enzimatica baja (97).

El primer cribado neonatal de la EF se realizd a finales de la década
90 en Paises Bajos y Australia. Desde entonces varios estudios piloto
se pusieron en marcha en otros paises, cuyos resultados figuran en la
Tabla 9. En estos cribados se objetivd una incidencia de la EF mayor
que la que inicialmente se sospechaba. Esto se debe a la elevada
frecuencia de deteccion de fenotipos de inicio tardio.

La EF fue incorporada por primera vez en un panel de cribado
neonatal en Missouri en el afio 2013 (141).
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Tabla 9. Cribados neonatales realizados en el mundo. Modificada de Navarrete-
Martinez y colaboradores (142).

Localizacion, ano del estudio Individuos testados  Incidencia

Paises Bajos, 1999 1 en 238 100 (varones)
Australia, 1999 1 en 117 000

UK, 2001 1 en 366 000 (varones)
Italia, 2006 37 104 1en 3100

Taiwan, 2009 171 977 1 en 1250 (varones)

1 en 40 840 (mujeres)
1 en 22 570 (forma clasica)

Taiwan, 2009 110 027 1en1 368

Japén, 2009 21170 1 en 7 057

Hungria, 2012 40 024 1 en 13 341

Austria, 2012 34736 1 en 3 859
Washington, 2013 110 000 1 en 7 800 (varones)
Taiwan, 2014 191 767 1en 2997

Missouri, 2015 43 701 1en2913
Washington, 2016 43 000 1 en 10 000 (varones)
Illinois, 2017 219 973 1 en 8 454

México, 2017 20018 1 en 2 048

New York, 2018 65 605 1 en 9372

Norte de Italia, 2018 44 411 1 en 8882

La puesta en marcha de los cribados neonatales ha traido consigo
el hallazgo de un sinfin de variantes del gen GLA. Algunas son
mutaciones consideradas claramente patogénicas (ocasionan EF clasica
0 de inicio tardio) y un gran nimero de ellas son mutaciones de
significado incierto en las que no se ha podido establecer una clara
relacion causal con el fenotipo del paciente y por tanto establecer una
relacion genotipo-fenotipo.

La identificacion de las variantes patogénicas (EF Clésica o de
inicio tardio) de forma precoz permitiria el inicio del tratamiento de
forma temprana. Aun asi, el diagndéstico precoz de las formas tardias de
la enfermedad de Fabry mediante programas de cribado neonatal,
plantea varias preocupaciones éticas, como el aumento de la ansiedad
de los padres, la privacion de autonomia del nifio, el incremento de las
intervenciones terapéuticas y la realizacion de multiples
procedimientos diagnosticos que propician un aumento de la ansiedad
anticipatoria (141). En un estudio realizado por Lisi y colaboradores en
Austria y publicado en 2016 (141) sobre la opinion, en pacientes
diagnosticados de EF y otras enfermedades lisosomales (Enfermedad
de Pompe de inicio tardio y enfermedad de Gaucher) sobre los
programas de cribado neonatal se objetivd una gran aprobacion (78.8%)
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para la realizacion de dichos cribados en periodo neonatal incluso
teniendo en cuenta que el inicio de la sintomatologia sea tardio y al
realizar el diagnostico tan precoz ocasionemos ansiedad parental o
pérdida de autonomia de los nifios y su medicalizacion. Los pacientes
manifiestan que el diagnostico precoz habria evitado retrasos en el
diagnostico (en este estudio, mas del 50 % de los pacientes con EF
esperaron mas de 5 afios para ser diagnosticados desde el inicio de los
sintomas) y les habria hecho tomar diferentes decisiones en su vida. En
concreto en los pacientes afectos de EF, se objetivd como la mayoria
(57%) considera que su estado de salud actual habria sido mejor si
hubiesen sido diagnosticados en periodo neonatal, el 42% estaria méas
satisfecho con su vida actual y ningin paciente manifestd que su vida
seria peor en el momento actual de haber sido diagnosticado mediante
un programa de cribado neonatal.

La elevada frecuencia de deteccion de variantes de significado
incierto debe ser un factor a la hora de decidir la incorporacion de la EF
en el panel del cribado neonatal, evaluando las ventajas y desventajas.
Macklin y colaboradores (143) evaluaron el impacto psicosocial del
diagndstico de la condicion de portador de una variante de patogenia
dudosa [c.427G>A; p.(Alal43Thr)]. La mitad de los encuestados se
sentia frustrado por la falta de informacion clara, pero a pesar la
ambigliedad, dadas las consecuencias clinicas, creian que el
conocimiento de dicho estado de portador les ayudaria en la practica
clinica. De esta forma, una mejor aproximacion diagnoéstica de estas
variantes es crucial. La importancia de establecer una correlacion
genotipo-fenotipo se traduciria en una correcta informacion y
clasificacion de estos pacientes portadores de variantes de significado
incierto y una inclusion precoz en los protocolos de tratamiento de ser
considerada la variante encontrada como patogénica. Debido a estas
dificultades para establecer una adecuada correlacion de genotipo-
fenotipo, la incorporacion de la EF en los paneles de cribado neonatal
genera mucha controversia.

Para poder establecer una correcta relacion genotipo-fenotipo es de
vital importancia el desarrollo de nuevos métodos diagndsticos que
puedan clasificar estas variantes de significado incierto como
patogénicas o no en base a su implicacion a nivel molecular asi como
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conocer la evolucién clinica de los pacientes portadores de estas
variantes y la de sus familiares afectos.

1.2.2 Cribado en otras poblaciones

Doheny y colaboradores (144) llevaron a cabo una bdsqueda de los
cribados realizados desde 1995 hasta 2017 en varias poblaciones de
riesgo (Hemodidlisis, trasplantados renales, patologia cardiaca
MCPH/Hipertrofia ventriculo izquierdo y ACV).

En la Tabla 10 y Tabla 11 se resumen los datos combinados de
todos los estudios realizados en varones y mujeres respectivamente. En
las poblaciones en hemodidlisis 1/490 varones y 1/670 mujeres son
portadores de mutaciones patogénicas del gen GLA. En pacientes con
MCPH/hipertrofia de ventriculo izquierdo 1/106 hombres vy
1/111mujeres han sido diagnosticados de EF y en los estudios
realizados en pacientes que han presentado ACV en 1/780 varones y
1/690 mujeres se han detectado variantes patogénicas del gen GLA. Es
de destacar que la mayoria de los pacientes diagnosticados de EF en
contexto clinico de hemodialisis y ACV son portadores de variantes del
gen GLA de forma clésica, por lo que dichos pacientes han de presentar
otras manifestaciones clinicas sugestivas de EF desde edades tempranas
no habiendo siendo diagnosticados previamente lo que pone manifiesto
la falta de un diagnostico precoz incluso en las formas clasicas de EF.
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Tabla 10. Resumen Cribados EF Mujeres 1995-2017. Modificado de Doheny y colaboradores (144).

Revisados por fenotipo

Patogénicas Benignas
Estudio Estudios Mujeres Positivos ~ Total n(%) Clasico Inicio Tipo1: Benignas % de
clinico (n) (n) Totales n(%) Tardio Tipo2 n(%) variantes
n(%) n(%) ratio

Hemodialisis

20 12866 87 (0.68) 19 (0.15) 13 (0.10) 6 (0.05) 2:1 68 (0.53) 78.3
Trasplante Renal

2 1043 3(0.29) 0 (0.00) - - - 3(0.29) 100.0
Patologia Cardiaca (MCPH)

12 1437 22 (1.53) 13 (0.9) 8 (0.56) 5 (0.35) 2:1 9 (0.63) 49.9
ACV

14 2074 23 (1.11) 3 (0.14) 3 (0.14) 0 (0.00) 1:0 20 (0.96) 87.0

Tabla 11. Resumen Cribados EF Varones 1995-2017. Modificado de Doheny y colaboradores (144).

Revisados por fenotipo

Patogénicas Benignas
Estudio Estudios Hombres Positivos ~ Total n(%) Clasico Inicio Tipo1: Benignas % de
clinico (n) (n) Totales n(%) Tardio Tipo2 n(%) variantes
n(%) n(%) ratio

Hemodialisis

27 23954 101(0.42) 50 (0.21) 33(0.14) 17 (0.07)  2:1 51 (0.21) 50.5
Trasplante Renal

3 2031 11 (0.54) 5 (0.25) 3(0.15) 2 (0.10) 3:2 6 (0.30) 54.5
Patologia Cardiaca (MCPH)

16 4054 49 (1.21) 38 (0.94) 9 (0.22) 29 (0.72)  1:3 11 (0.27) 22.5
ACV

16 3904 26 (0.67) 5(0.13) 3 (0.08) 2 (0.05) 3:2 21 (0.54) 80.8

514



1.2.2.1 Cribado en Poblacién con Enfermedad Renal Crénica

Se han llevado a cabo multiples estudios de cribado en pacientes
con insuficiencia renal cronica (IRC) como se detalla en la Tabla 12
(145). Segun la poblacion incluida en el cribado, IRC/Pacientes
dializados/trasplantados renales.... Las prevalencias varian entre 0-1
siendo una estimacion media de la prevalencia 0.2-0.3 %.

Debido a la gran cantidad de pacientes con enfermedad renal
cronica portadores de GVUS detectados en dichos estudios de cribado
realizados en poblaciones con afectacion en la funcion renal de forma
severa sin diagndstico etiolégico, Van der Tol y colaboradores
recomiendan realizar una biopsia renal en aquellos individuos afectos
de una enfermedad renal cronica que sean portadores de una variante
del gen GLA de significado incierto con el objeto de confirmar o
rechazar el diagnostico de EF y de este modo iniciar o no TES ademas
de la implicacion que ello conlleva en la realizacién de cribado de otros
familiares (146).
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Tabla 12. Cribados en Poblacion con IRC. (DBS= Dried Blood Spot; WBC=White blood
cell). Modificado de Trachoo y colaboradores (145).

Pais Género Tipo de muestra Prevalencia Referencia
Japon MyF Plasma 0,28 Utsumi et al., 2000
Japoén M Plasma, WBC, 1,17 Nakao et al., 2003

genética
Holanda M Plasma 0,20 Linthorst et al., 2003
Austria MyF DBS, WBC, genética 0,16 Kotanko et al., 2004
Francia MyF WBC, genética 0,94 Bekri et al., 2005
Japoén M Plasma, genética 0,22 Ichinose et al., 2005
Japén MyF Plasma, WBC, 0,72 Tanaka et al., 2005
genética

Rep. MyF DBS, WBC 0,15 Merta et al., 2007
Checa

Lituania M DBS 0 Maslauskiene et al.,
2007

Canada M Plasma, WBC 0 Andrade et al., 2008

Brasil M DBS, plasma 0,36 Porsch et al., 2008

Holanda MyF Plasma, genética 0.33 Terryn et al., 2008

Espana MyF DBS, genética 0,55 Gaspar et al., 2010

UK M DBS, plasma, WBC 0 Wallin et al., 2011
Japén MyF DBS, genética 0,32 Nishimo et al., 2012
Japon M Suero, genética 0,19 Doi et al., 2012

Turquia M Plasma, genética 0,25 Kalkan Ucar et al., 2012
Japon M Plasma, genética 0,21 Maruyama et al., 2013
Turquia MyF DBS, genética 0,18 Okur et al., 2013
Libano M DBS, genética 0 Kabalan et al., 2013
Espana MyF Plasma, genética 0,30 Herrera and Miranda et
al., 2014
Tailandia MyF DBS, genética 0 Trachoo et al., 2017
Modena MyF DBS, plasma, 0 Alfano et al., 2018
genética
Taiwan M DBS y genética 0,59 Lin et al., 2018

1.2.2.2 Cribado en Poblacion con MCPH

No son muchos los estudios de cribado realizados entre pacientes
con MCPH de etiologia desconocida (ver Tabla 13). Se han objetivado
prevalencias entre 0.5-6 % de pacientes con EF (42,43,147-151) con
prevalencia media estimada 0.5-1%.

En dichos estudios se han encontrado una gran cantidad de
pacientes portadores de GVUS en el gen GLA por lo que se ha realizado
un consenso sobre la actitud diagndstica y con ello terapéutica en estos
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pacientes. Aquellos pacientes adultos que presentan una hipertrofia
ventricular izquierda (adelgazamiento maximo de la pared en diastole
> 12 mm) y son portadores de GVUS en gen GLA si ademas NO
presentaban voltajes bajos en el ECG (< 1.5 mV) y la severidad de la
hipertrofia en edades tempranas NO es severa (adelgazamiento maximo
de la pared en diastole 12-15 mm en menores de 20 afios) se debe
sospechar EF y por tanto se debe considerar realizar una biopsia
endomiocardica para confirmar un diagndstico definitivo. No se debe
considerar la EF como causa etioldgica de la presencia de hipertrofia
ventricular izquierda y por tanto no se debe realizar cribado de EF en
aquellos pacientes que ademdas de presentar hipertrofia ventricular
izquierda tengan voltajes bajos en el ECG vy la hipertrofia sea severa en
edades tempranas (152).

Recientemente se ha publicado un estudio de cribado en pacientes
con MCPH (153) en el que se realiz6 una estimacion del coste de dicho
cribado utilizando el estudio enzimatico de forma inicial
independientemente del sexo y realizando la secuenciacion del gen GLA
en aquellos sujetos en los que la actividad enzimatica se encuentre
reducida. La prevalencia obtenida (0.42 %) concuerda con la descrita
en otros estudios similares (ver Tabla 13) y el coste estimado para la
deteccion de 1 paciente con EF es de 24000 dolares, menor que lo que
los 60000 ddlares estimados que supondria un estudio de cribado en el
que se realizase la determinacion de actividad enzimatica a los varones
y la secuenciacion del gen GLA a todas las mujeres y a aquellos varones
con actividades enzimaticas bajas. Concluyen que la realizacion de un
programa de cribado de EF en pacientes con MCPH determinando la
actividad enzimaética supone un menor coste por diagnostico.
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Tabla 13. Resumen de Cribados Destacados en Poblacion con MCPH (42,43,147-151)

Localizacion, ano Pacientes Pacientes con Prevalencia
estudiados variantes GLA

Japon, 1995 230 7 3%

Reino Unido, 2002 79 5 6.3%

Espana, 2007 508 5 1%

Francia, 2011 392 4 1%

Europa, 2011 1386 7 0.5%

Japon, 2016 177 (Varones) 2 1.1%

EEUU, 2018 585 2 0.34%

1.2.2.3 Cribado en Poblacion con ACV

Se han realizado multiples estudios de cribado de EF entre
poblacion joven con ACV (AIT, Infarto isquémico) con prevalencias en
la mayoria de ellos menores al 1% (154). Existen algunos estudios con
prevalencias mayores, por ejemplo, en el estudio realizado por Rolfs y
colaboradores en 2006 se detectan prevalencias 4.9% en varones y 2.4%
en mujeres (61) pero no especifica el tipo de variantes incluidas como
patogénicas. En el estudio realizado en Portugal por Baptista y
colaboradores (155) se describen prevalencias de 2.4 % y se incluyen
como variantes patogénicas del gen GLA determinados genotipos
clasificados en la actualidad como GVUS. Solo existe un estudio
realizado en Latinoamérica (Argentina) objetivando prevalencias de EF
en pacientes jovenes que habian sufrido AIT, infartos isquémicos o
hemorragicos de 0.3 % (156). En 2018 Lee y colaboradores revisaron
los estudios de cribado de EF realizados hasta la fecha en pacientes
jévenes con infartos segun hayan sido realizados en poblacion asiatica
0 no encontrando frecuencias similares en ambas poblaciones (0.62-
0.88 % respectivamente) aunque destacan el menor numero de
diagndsticos de EF en mujeres asiaticas (0.58 %) (157). Debido a todos
los estudios de cribado realizados se recomienda considerar el
diagnostico de EF en pacientes jovenes que han presentado infartos
criptogenéticos, sobre todo en aquellos con infartos recurrentes (158).

1.2.2.4 Cribados en otras poblaciones

Existe un estudio de cribado de EF realizado en poblacion con
dolor neuropético de fibra pequefia de etiologia desconocida. Dicha
sintomatologia esta presente en una gran cantidad de los pacientes con
EF (80%) y ocasiona un alto impacto clinico. En dicho estudio se
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demostré que un 20 % de dichos pacientes eran portadores de
mutaciones del gen GLA y sugieren la inclusion de dicho cribado en los
pacientes con dolor neuropético sin diagndstico etioldgico reconocido
para realizar un diagnostico y tratamiento adecuado y precoz para
evitar la progresion clinica en otros 6rganos (159).

En cuanto la posibilidad de realizar cribado en poblaciones
pediatricas fuera del periodo neonatal, en Rusia se ha llevado a cabo un
programa federal de cribado en nifios de entre 2 y 18 con dolores
cronicos de extremidades de caracteristicas  neuropéticas
(acroparestesias). En dicho estudio, que incluia 214 pacientes, no se
detect6 ningun paciente con EF. Todos presentaban funciones
enzimaticas del a oa-galactosidasa dentro de la normalidad y las
variantes genéticas encontradas en el gen GLA no estan consideradas
como patogénicas. Concluyen que la presencia de dolor neuropatico en
esta poblacién no parece ser altamente predictivo de EF en probable
relacion a la baja especificidad de dicho sintoma (160).

1.3 VARIANTES DE SIGNIFICADO INCIERTO

Desde el inicio de la terapia enzimatica sustitutiva se han
comenzado a realizar multiples estudios de cribado en poblaciones de
riesgo o en recién nacidos como se ha comentado previamente. Debido
a este gran nimero de estudios realizados se han detectado una gran
cantidad de individuos portadores de variantes genéticas del gen GLA
de patogenicidad dudosa, es decir, no se puede asegurar con una cierta
fiabilidad si las manifestaciones clinicas que presenta, en el caso de los
cribados en poblacién de riesgo, son debidas a esa variante del gen GLA
y por tanto es un paciente afecto de EF y debe considerarse la TES o
dichas manifestaciones clinicas son debidas a otra etiologia que nada
tiene que ver con la EF. En el caso de los cribados en recién nacidos el
problema se acrecienta ya que en el momento en que se diagnostica a
un paciente de portar una determinada variante del gen GLA y durante
varios afios el sujeto no va a presentar ningun tipo de manifestacion
clinica tenga o no la EF.

Para establecer la patogenidad de una variante genética es
importante tener en cuenta la actividad enzimatica en los varones (no
es util en las mujeres debido al efecto Lyon comentado previamente),
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las manifestaciones clinicas y el acimulo de LysoGb3. Una ausencia de
actividad enzimatica, una sintomatologia clinica sugestiva de EF con
afectacion de varios érganos (rifion, corazéon, SNC), afectacién ocular
(cornea verticilata) y dermatoldgica (angioqueratoma) asi como unos
niveles elevados de LysoGb3 orientan a una patogenidad de la variante
del gen GLA que el sujeto presenta. Pero si solo nos encontramos con
afectacion en un Unico 6rgano, la actividad enzimatica esta reducida
pero no ausente, y los niveles de LysoGb3 no son elevados las dudas
sobre la patogenia de esa variante son elevadas. Si, ademas, como
hemos resefiado anteriormente, el cribado se realiza en recién nacidos
en los que ni las manifestaciones clinicas ni los niveles de LysoGb3
ayudaran a la correcta clasificacion de la variante ya que ambos pueden
ser normales aun siendo enfermo, es preciso poder realizar otro tipo de
estudios para clasificar de manera mas precisa la variante genética
encontrada.

Todas las variantes del gen GLA que no se clasifican en patogénicas
0 benignas se tipifican como Variantes de Significado Incierto, GVUS
por sus siglas en inglés (Genetic Variants of Unknown Significance).

En 2014 Van der Tol y colaboradores realizaron un estudio sobre
la prevalencia de GVUS en los programas de cribado realizados hasta
la fecha (161). En relacion a los cribados neonatales globalmente
encuentran prevalencias 0.04% (1/2500) de sujetos portadores de
variantes del gen GLA. EIl 90 % de dichas variantes son GVUS. En la
poblacién europea las variantes méas frecuentemente encontradas son
c.427G>A;p(Alal43Thr), p.R112H y ¢.937G>T;p(Asp313Tyr) (161).
La variante 1VS4+919G>A constituia el 83 % del total de variantes
detectadas en el programa de cribado neonatal realizado en Taiwan en
el afo 2009 (162). En los cribados realizados en poblaciones de riesgo
(IRT, MCPH, ACV...) describen prevalencias globales de pacientes
portadores de variantes del gen GLA de 0.62% (1/160) considerando
prevalencias GVUS 1/335 y variantes productoras de fenotipo clasico
1/850 y. Las variantes del gen GLA mas frecuentemente encontradas
son ¢.937G>T;p(Asp313Tyr), p.E66Q y c.427G>A;p(Alal43Thr).
Proponen que para considerar que una variante del gen GLA es causante
de EF precisa de, ademéas de en los varones una ausencia 0 severa
disminucion (< 5% del valor de referencia) de la actividad enzimatica
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a-GalA, un minimo de 1 criterio de los siguientes: acroparestesias,
cdrnea verticilata, angioqueratoma, aumento LysoGb3 o Gb3 en plasma
o un familiar afecto segun los estos criterios descritos. Schiffmann y
colaboradores (96) argumentan que se puede establecer el diagnostico
de EF en aquellos sujetos varones potadores de GVUS con actividad
enzimatica de a-GalA < 25%. Pero si la actividad enzimatica se situa
entre 25-40 % en varones y en las mujeres independientemente de la
actividad enzimatica portadores de GVUS, entonces se debe determinar
Gb3 en muestra de tejido.

De las controversias existentes en algunas variantes definidas como
polimorfismo por existir en méas del 1% de la poblaciéon se puede
deducir que existen otros factores epigenéticos que implican que
determinados individuos desarrollen un fenotipo compatible con EF y
otros no. Un claro efecto de como por mecanismos epigenéticos se
puede regular la expresion génica lo constituye la distrofia
fascioscapulohumeral. Esta causada por la expresion del gen DUX4 el
cual tiene un efecto nocivo para el musculo. Dicho gen es codificado en
la region D4Z4 hipermetilada en condiciones normales y por tanto no
expresada. Si se produce una hipometilacion de dicha zona, bien por
acortamiento en la region D4Z4 o por mutacion en el gen SMCHD1
(18p11.32) que codifica una proteina implicada en la metilacion de la
region D4Z4 entonces se expresa el gen DUX4. Si dicha situacién, de
baja prevalencia, ocurre en sujetos portadores del haplotipo 4gA161 el
cual estabiliza los trascritos del gen DUX4 y que tiene elevada
prevalencia se produce la enfermedad. Asi pues el ser portador del
haplotipo 49gA161 implica, en aquellos individuos predispuestos, el
manifestar la enfermedad (163-165). De igual modo se puede explicar
como un mecanismo epigenético desconocido en el momento actual
puede disminuir la expresién del gen GLA en sujetos predispuestos
portadores de determinados haplotipos prevalentes.

1.3.1 Variantes en Secuencias Intrénicas

Las dudas sobre la patogenidad de una variante son ain mayores si
se encuentran en regiones no codificantes del gen.

Sin embargo, para una correcta funcionalidad de la proteina es
necesario un correcto splicing y podemos afirmar que determinadas
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alteraciones en las secuencias intronicas pueden afectar a dicho splicing
del Acido Ribonucleico (RNA). La eficiencia del splicing del
preRNAm depende, como ya se dicho, de una secuencia intronica
correcta y puede modificarse mediante secuencias potenciadoras y
supresoras. Dichas secuencias no se han conseguido caracterizar
completamente en el momento actual por lo que no se puede predecir
de inmediato si una variante intronica afecta o no el splicing sin utilizar
predictores in silico y confirmar experimentalmente (166).

Se ha demostrado que un splicing aberrante es la causa de al menos
el 15% de las enfermedades genéticas humanas (167). Las primeras
mutaciones intronicas que producen afectacion en el splicing y ser de
esta forma causante de enfermedades fueron descritas en la década de
los 80 y principios de los afios 90 (168).

La primera mutacion que produce alteracion en el splicing en la EF
fue descrita por Sakuraba y colaboradores en 1992 (168). Dicha
mutacion localizada en el intron 7 produce la eliminacion del exén 6 y
consecuentemente la reduccion en RNA y la pérdida de 66 aminoécidos
lo que se traduce en una afectacion clinica compatible con la forma
clasica de EF. En 1998 Matsumura y colaboradores (169) demostraron
como la variante intronica 1VS6-1G>A destruia el sitio auténtico de
splicing creando uno nuevo en otra posicioén provocando una delecion
en el exon 7 del Acido Ribonucleico Mensajero (MRNA). Germain y
Poenaru (170) también describieron como la variante IVS3 G(-1)>C
alteraba el splicing del RNA con la alteracion en el marco del lectura y
aparicion de un coddn de terminacién prematuro. 10 afios més tarde de
las publicaciones de Sakuraba, Lai y colaboradores (171) analizaron ya
20 variantes del gen GLA que producen afectacién en el splicing
(algunas de localizacion en regiones intronicas y otras localizadas en
exones) todas ellas productoras de fenotipo clasico. Duro vy
colaboradores (172) describieron el 4,9% de variantes relacionadas con
afectacion en el splicing de un total de 207 sujetos con fenotipo de EF
y portadores de alguna variante del gen GLA. Las variantes descritas
(IVS2-2>G, IVS3+1G>A, IVS4+5G>T y 1VS5+1G>T) fueron
objetivadas en sujetos con fenotipo clasico, disminucion importante de
la actividad enzimatica y acumulo de LysoGb3. También se han
descrito variantes intronicas con afectacion en el splicing causante de
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EF de inicio tardio con afectacion clinica cardiaca (166,173) como la
variante g.9331G>A (¢.639+919G>A)/IVS4+919G>A localizada en
una posicion media del intron 4, que debido a dicha modificacién en el
splicing produce un aumento del reconocimiento y se inserta una
secuencia intronica en el RNA transcrito provocando afectacion de la
composicion y la funcion de la enzima a-galactosidasa (109,174).
Watanabe y colaboradores (175) en 2012 describieron como la variante
IVS5-1G>T localizada en el intron 5 del gen GLA causaba un nuevo
lugar splicing y una delecion de 4 bases en el exdn 6 del mMRNA que se
traducia en un cambio en el marco de lectura provocando una
terminacion prematura (y por tanto un proteina mas corta Yy
probablemente no funcional). Dicha variante no solamente fue hallada
en leucocitos en sangre periférica sino también en muestra de biopsia
endomiocéardica en un paciente varén con fenotipo EF - variante
cardiaca (MCHP), disminucion actividad enzimatica a-GalA y estudio
anatomopatologico en biopsia cardiaca compatible con EF. Higuchi y
colaboradores describieron un sujeto con fenotipo clasico de EF
portador de una mutacion en el intron 3 que produce una insercion de
115 bp en el cDNA produciendo un codon de parada prematuro en el
RNA (176). En la Tabla 14. se detallan la mayor parte de las variantes
intronicas relacionadas con el splicing causantes de EF publicadas hasta
la fecha.
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Tabla 14. Variantes Intrénicas Patogénicas con afectacion en el splicing.

Variante Intrén Fenotipo Referencia
IVS1-1G>T 1 Clasico Okumiya et al, 1996 (177)
IVS2+2 2 Clasico Eng et al, 1993 (178)
IVS2+1G>A 2 Clasico Ashton-Prolla et al, 2000 (179)
IVS3+1G>A 3 Clasico Ashton-Prolla et al, 2000 (179)
IVS3-1G>A 3 Clasico Yokoi et al, 1991 (180)
IVS3 G(-1)>C 3 No especificado Germain et al, 1999 (170)
IVS3-1G>T 3 Clasico Davies et al, 1994 (181)
€.547+395G>C 3 Clasico Higuchi et al, 2016 (176)
IVS4+1G>C 4 Clasico Ashton-Prolla et al, 2000 (179)
€.639+329_c.639+ 4 Clasico Higuchi et al, 2016 (176)
330ins113
IVS4+1G>A 4 Clasico Rodriguez-Mari et al, 2003 (182)
IVS4+2T>C 4 Clasico Eng et al, 1997 (183)
IVS4 +4A>T 4 Clasico Topaloglu et al, 1999 (25)
g.9273C>T 4 Clasico Filoni et al, 2008 (184)
€.640-1G>C 4 Clasico Cabrera et al, 2018 (185)
1VS4919G>A 4 Cardiaco Ishii et al, 2002 (174)
IVS5-1G>T 5 Cardiaco Watanabe et al, 2013 (175)
IVS5+2T>C 5 Clasico Blaydon et al, 2001 (186)
IVS5-02,3 5 Clasico Eng et al, 1993 (178)
IVS6-1G>A 6 Clasico Matsumura et al, 1998 (169)
IVS6+1G>T 6 Clasico Sakuraba et al, 1992 (168)
No especificada 6 Clasico Shabbeer et al, 2005 (187)
IVS6 +2T>C 6 Clasico Topaloglu et al, 1999 (25)
IVS6 -1T>C 6 Clasico Topaloglu et al, 1999 (25)

Otras variantes intronicas sin relacion directa con el splicing han
sido descritas en relacion a la EF. Oliveira y colaboradores (188)
demostraron el efecto sobre la actividad enzimética de a-Galactosidasa
de 3 polimorfismos en la regién no transcrita del exén 1 (region
promotora) que ni modifican la secuencia normal del péptido a-
Galactosidasa ni modulan el inicio de la transcripcion. De los tres
polimorfismos estudiados s6lo uno (9.5051C>T/c.-
10C>T/rs2071225/9.1170C>T) produce disminucion significativa en la
actividad enzimatica. EI mismo grupo describi6é una familia portadora
de esta variante que presenta enfermedad isquémica cerebrovascular de
pequefio vaso (189) e hipotetizd sobre la posibilidad de que dicha
variante ejerciese un papel en la atenuacion de la transcripcion y
contribuyese al riesgo multifactorial de presentar enfermedad
isquemica cerebrovascular de pequefio vaso.
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Duro y colaboradores (172) han objetivado mutaciones en regiones
no codificantes del gen GLA localizadas fuera del lugar del splicing
agrupadas en haplotipos cuya prevalencia es el doble en sujetos con
sintomatologia compatible con EF respecto a sujetos sanos. Todos ellos
presentan actividad enzimatica normal y valores de LysoGb3 también
dentro del rango de la normalidad.

Cabrera y Perretta (185) han descrito recientemente a dos hermanos
varones con sintomatologia compatible con fenotipo clasico de EF,
disminucion de la actividad enzimatica a-GalA y portadores de variante
intrénica del gen GLA ¢.640-1G>C. Recomiendan estudiar las regiones
no codificantes del gen GLA en pacientes con fenotipo sugestivo de EF
en los que no se encuentren alteraciones en las secuencias codificantes
que son las estudiadas de forma rutinaria. Recomendaciones similares
realizan Pisani y Colaboradores al describir un mujer con fenotipo
clésico de EF portadora de haplotipo intrdnico complejo en el gen GLA
y no detectar otra alteracion genética en gen GLA (167). De esta forma
se podria confirmar el diagnéstico de EF en pacientes con
sintomatologia compatible con EF y estudio genético GLA (rutinario,
sin incluir regiones intronicas) normal.

Sin embargo, contrariamente a todo lo descrito previamente, en un
estudio realizado en 2012 (190) investigando la relevancia clinica de
varios haplotipos del gen GLA que contienen una combinacién de varias
variantes en secuencias intronicas concluyen que su hallazgo debe
considerarse incidental y no relevante para el diagnostico de EF. En
dicho estudio se analizaron 67 mujeres con sintomatologia compatible
con EF objetivando variantes en secuencias intronicas en 12 de ellas,
agrupados en haplotipos compuestos.
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2 Hipotesis y Objetivos

2.1 HIPOTESIS

La deteccion precoz a través de la realizacion de un cribado
neonatal de los sujetos portadores de variantes del gen GLA productoras
de fenotipo clasico o tardio de la EF permitiria el inicio temprano de la
terapia sustitutiva mejorando el pronostico a largo plazo.

La presencia de polimorfismos validados/mutaciones en
secuencias no codificantes (englobadas en GVUS) en el gen GLA puede
contribuir a la alteracion de la expresion de la a-GalA por mecanismos
de regulacion epigenéticos anémalos o en asociacion a defectos en
genes relacionados (ej. factores de transcripcion), generando un
fenotipo clinicamente parecido al de la EF.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo Principal

Se pretende realizar el diagnéstico de EF en poblaciones en fases
precoces y asintomaticas mediante la elaboracion de un Programa de
Cribado Neonatal. De este modo podriamos, por un lado, estimar la
dimensién real de la prevalencia de la EF en la poblacion espafiola v,
por otro lado, realizar el diagnostico en estas fases tempranas, iniciando
el tratamiento de forma precoz.

En aquellos sujetos que presentan estudios genéticos de
interpretacion dudosa en la fase de cribado se pretende conocer mas
exhaustivamente el mecanismo molecular de la EF mediante el analisis
de la transcripciéon del gen GLA, cuantificacion de la cantidad de
proteina, deteccion de los depositos mediante la determinacion de
LysoGb3 y estudio del patron de metilacion. Esto permitiria establecer
una aproximacion diagnéstica mas precisa en ausencia de
manifestaciones clinicas.
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2.2.2 Objetivos Secundarios

Realizar una valoracion y seguimiento clinico de los sujetos
portadores de GVUS con el fin de detectar, en edades tempranas,
manifestaciones clinicas compatibles con EF lo que implicaria el inicio
de tratamiento de forma precoz con los beneficios en relacion a la
morbilidad y mortalidad reconocidos.

Realizar una evaluacion médica de los familiares en linea
ascendente de primer y segundo grado que presenten el mismo defecto
genético de los sujetos portadores de GVUS a estudio para evaluar la
expresividad clinica a distintas edades.
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3 Justificacion del estudio

3.1 RELEVANCIA CIENTIFICA DE LA INVESTIGACION

Al realizar una revision bibliografica en el buscador PUBMED
utilizando como MESH "Fabry Disease” (busqueda realizada en Marzo
2019) el numero total de articulos es de 3244 (ver Figura 8). Es
importante destacar como las publicaciones sobre la enfermedad de
Fabry han crecido de manera exponencial en los Gltimos afios segun se
puede objetivar en la Figura 8.

Este aumento, Ilamativo desde el comienzo del siglo XXI, ha sido
en gran parte debido al inicio de tratamiento con TES a partir del afio
2001, generando numerosas publicaciones tanto en relacion a la eficacia
clinica del mismo como los estudios de cribados neonatales o en
poblaciones de riesgo realizados. Van der Tol y colaboradores
describieron en 2014 que el 45% de los estudios de cribados realizados
hasta entonces habia sido financiados por empresas productoras de
terapia enzimética suplementaria (161).
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Figura 8 Publicaciones cientificas sobre enfermedad de Fabry. (Imagen de
elaboracion propia)
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En relacion a los cribados neonatales, tal y como se ha descrito
previamente (ver 1.2.1Cribado Neonatal), se han realizado 17 desde que
se iniciaron en la década de los 90 si bien ninguno, salvo el presentado,
ha sido llevado a cabo en Espaiia.

Si reducimos nuestra busqueda bibliografica a aquellos articulos
focalizados en el diagndstico, el nimero es ain méas escaso (1127). Y si
seleccionamos las publicaciones que investigan la parte genética de la
EF el namero de articulos disminuye hasta 1081.

Los estudios centrados sobre el diagndstico en casos dudosos (baja
actividad de a-GalA con alteraciones genéticas en GLA identificables
como polimorfismos o mutaciones en las secuencias no codificantes)
son escasos y no concluyentes.

Aunque estas variantes no sean directamente relacionables con la
EF, es posible que su presencia en asociacion con alteraciones
epigenéticas o defectos en genes relacionados (ej. factores de
transcripciones que se unen al gen GLA) contribuya a la alteracién de
los niveles de expresion de GLA. Aclarar estos mecanismos, facilitaria
el diagndstico de los sujetos que presentan las condiciones descritas y
en consecuencia su inclusion en protocolos terapéuticos adecuados.

Por otro lado, las dificultades a la hora de diagnosticar EF en fases
iniciales se deben en parte al desconocimiento de los mecanismos
moleculares implicados en su patogenia. Al estudiar el andlisis de
transcritos en pacientes con defectos genéticos validados hasta la fecha
como no patolégicos y que presenta afectacion en la actividad
enzimatica nos ayudaria a entender los mecanismos fisiopatoldgicos de
la enfermedad y a avanzar en la bldsqueda de métodos diagnosticos
fiables en fases precoces.

3.2 RELEVANCIA PRACTICA DE LA INVESTIGACION

Debido al aumento de la capacidad tecnoldgica que favorece la
expansion de los cribados neonatales y los avances en el campo de la
genética, cada vez son mas los estudios de cribado realizados
detectando un mayor numero de pacientes portadores de variantes de
significado incierto del GLA en fases presintomaticas.

64



3. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La realizacion de un diagnostico definitivo y precoz de EF en
dichos pacientes permitiria su inclusion en protocolos terapéuticos de
forma precoz lo cual redundaria en beneficios tanto para el paciente
(minimiza la aparicion de secuelas, disminuye la morbilidad y
aumentando tanto la calidad como la esperanza de vida) como para el
Sistema Nacional de Salud al disminuir los gastos derivados de la
afectacion multisistémica por el retraso diagndstico.

El estudio de los mecanismos de regulacién del gen ayudaria en la
investigacion de nuevas dianas terapéuticas y biomarcadores fiables
para la monitorizacién de las terapias.
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4 Metodologia

4.1 DISENO DEL ESTUDIO

Se dividid el estudio en dos partes diferenciadas. En un primer paso
se realizd el estudio descriptivo de prevalencia de la EF mediante el
analisis de la actividad enzimatica a-GalA en todos los recién nacidos
durante en el afio 2008 en Galicia y se amplié el estudio realizando
secuenciacion del gen GLA en aquellos sujetos con actividades
enzimaticas por debajo del corte establecido. Posteriormente se llevo a
cabo el estudio sobre el efecto de los polimorfismos /mutaciones en
secuencias no codificantes en el gen GLA (GVUS) sobre la expresion
de a-GalA en los sujetos diagnosticados a través del estudio previo
mediante un estudio caso-control determinando LysoGb3, mRNA,
cantidad de proteina y estudio de metilacion.

4.2 POBLACION DE REFERENCIA Y DE ESTUDIO

En el estudio descriptivo de prevalencia se estudiaron todos los
pacientes nacidos en la Comunidad Auténoma de Galicia en el afio 2008
en los que se habia obtenido muestra de cribado neonatal. Sobre la base
de los escasos datos de incidencia de la EF de forma clésica en recién
nacidos (Ver Tabla 9), se calculé (software Ene3.0) que el tamafio
muestral adecuado para detectar pacientes tendria que ser como minimo
de alrededor de 15000. Durante los afios 2005, 2006 y 2007 nacieron
respectivamente 21097/21392/21752 nifios en Galicia, datos obtenidos
del Instituto Nacional de Estadistica (191), por lo que se esperaba, que
durante el afio 2008, en el que se realiz6 el estudio, el numero de
nacimientos fuese similar. En base a estudios previos se han detectados
incidencias de EF de 1:7000 - 1:8000, por lo que esperamos encontrar
en nuestro estudio 2-3 nifios con EF.

Para el estudio de casos y controles hemos calculado (software
Ene3.0) que un tamafio muestral de 12, que se corresponde con la
totalidad de los casos que podemaos reclutar (pacientes provenientes del
estudio previo de cribado neonatal realizado en el afio 2008 y
pertenecientes al area sanitaria Pontevedra-Sur en los que se habian
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encontrado actividades enzimaticas por debajo del corte establecido y
eran portadores de polimorfismos/mutaciones en secuencias no
codificantes en el gen GLA), nos permitiria ver variacion de un 25% en
las variables cuantitativas medidas con una potencia superior al 90%,
asumiendo que las desviaciones estandar son de alrededor del 15%
(valores encontrados habitualmente en medicion de transcritos por g-
PCR). Si en el estudio se incluyen 12 unidades experimentales en el
grupo Control (pacientes nacidos en el afio 2008 en la misma area
sanitaria sin alteracion en actividad enzimatica de a-GalA ni en la
secuenciacion gen GLA) y 12 unidades en el grupo Caso (anteriormente
descrito), se podra conseguir una potencia del 99,99% para detectar
diferencias en el contraste de la hipdtesis nula Ho:pi=p. mediante una
Prueba T-Student bilateral para dos muestras independientes, teniendo
en cuenta que el nivel de significacion es del 5,00%, y asumiendo que
la media del grupo de Referencia es de 1,00 unidades, la media del
grupo Experimental es de 0,75 unidades y la desviacion tipica de ambos
grupos es de 0,10 unidades.

4.3 CRITERIOS DE SELECCION

Para la realizacién del estudio de Cribado neonatal se tuvieron en
cuenta los siguientes criterios de inclusion/exclusion:

- Criterios de inclusion: Pacientes nacidos en la Comunidad
Autonoma de Galicia en 2008 en los que se haya obtenido muestra de
cribado neonatal. Firma de consentimiento informado por parte de
padre/madre o tutor legal si es necesario realizar secuenciacién del gen
GLA.

- Criterios de exclusion: Pacientes con diagndstico de EF o que no
cumplan los criterios previos. No obtener la firma del consentimiento
informado por parte de padre/madre o tutor legal.

En el estudio caso-control se establecieron los siguientes criterios
de seleccidn de los sujetos:

A — Grupo Caso

- Criterios de inclusion: Pacientes nacidos en la Comunidad
Auténoma de Galicia en 2008 pertenecientes al area de salud
Pontevedra-Sur en los que se encuentra disminucion de actividad a-
GalA (varones que presentan una actividad inferior a 1.5 pmoles/hL y
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en mujeres con actividad inferior a 4.5 umoles/hL) y en los que se hayan
encontrado polimorfismos /mutaciones en secuencias no codificantes
en el gen GLA. Firma de consentimiento informado por parte de
padre/madre o tutor legal.

- Criterios de exclusion: Pacientes con diagndstico de EF o que no
cumplan los criterios previos. No obtener la firma del consentimiento
informado por parte de padre/madre o tutor legal.

B- Grupo Control

- Criterios de inclusion: Pacientes SANOS nacidos en la
Comunidad Auténoma de Galicia en 2008 pertenecientes al area de
salud Pontevedra-Sur en los que NO se encuentre disminucién de
actividad a-GalA y en los que NO se hayan encontrado polimorfismos
/mutaciones en secuencias no codificantes en el gen GLA. Firma de
consentimiento informado por parte de padre/madre o tutor legal.

- Criterios de exclusion: No cumplir los criterios previos. No
obtener la firma del consentimiento informado por parte de padre/madre
o tutor legal.

4.3.1 Protocolo de estudio

En un primer momento, en el afio 2008, mediante la muestra de
sangre en papel de filtro obtenida para la realizacion del cribado
neonatal sistematico que se realiza en Galicia y que se recoge entre el
3° y 5° dia de vida, se estudio la actividad enzimatica de a-GalA (se
analizo tanto en varones como en mujeres para realizar una estimacion
de la prevalencia en varones/ poblacién global y que serviria para
detectar a las mujeres con EF que presenten actividad baja. Aun asi, no
podemos excluir la presencia de falsos negativos en mujeres). En
aquellos sujetos en los que se objetivo una disminucién de la actividad
enzimatica se realizé una segunda determinacion. Si persistia una baja
actividad enzimatica se llevaba a cabo la secuenciacion del gen GLA
previa recogida de consentimiento informado. En aquellos sujetos en
los que se detecto una variante patogénica o de significado incierto en
el gen GLA se realiz6 el estudio genético en aquellos familiares de
primer y segundo grado que lo autorizaron mediante la firma del
consentimiento informado (ver Figura 9).
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Se recogio la informacion sobre la edad gestacional y el peso al
nacimiento que se recibe asociado a las muestras del cribado neonatal
sistematico.

< corte I eGaly 1 > corte
Iactividad en DBS|

]

Retestear
actividad

. Seguimiento Ninguna otra
Consentimiento (FD clisico y posible i
informado comienzo tardio)
Secuenciacion Estudio Riesgo asociado
de GLA familiar a variante
-y

Figura 9 Protocolo de estudio del cribado neonatal. (Imagen de elaboracion propia)
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Posteriormente, se seleccionaron los sujetos pertenecientes al area
sanitaria Pontevedra-Sur que presentaban baja actividad enzimatica de
a-GalA y eran portadores de GVUS y se llevo a cabo, entre Noviembre
del afio 2015 y Enero del 2016, una valoracion clinica realizando, previa
obtencion de consentimiento informado, una completa historia clinica
(recogiendo datos sociodemograficos, sintomatologia sugestiva de EF
desarrollada en ellos y sus familiares afectos, asi como cualquier otro
tipo de manifestacion clinica) y una exhaustiva exploracion fisica. Se
recogié una nueva muestra sanguinea donde se determin6 de nuevo la
actividad enzimética de o-GalA y se secuenciéo el gen GLA. A
continuacion, se realizd una cuantificacion de LysoGb3, mRNA y
cantidad de proteina, asi como un estudio de metilacion. (Ver Anexo:
Hoja de Recogida de Datos Estudio Caso - Control. En dicha Hoja de
Recogida de Datos no figura la cuantificacién de LysoGh3 ya que dicha
cuantificacion se determind posteriormente a la realizacion de dicho

72



4. METODOLOGIA

documento). A lo largo de los afios 2017, 2018 y 2019 se realizaron
revisiones sucesivas de la historia clinica de dichos sujetos. Por otro
lado, la formacion del grupo control se llevo a cabo a lo largo de los
afios 2015-2016. Se realizaba en el mismo momento, una entrevista
clinica, una exploracion fisica y se recogia una muestra sanguinea, todo
ello previa obtencién de la firma del consentimiento informado. En
dicha muestra sanguinea se analizé la actividad enzimatica o-GalA, se
secuenciod el gen GLA, se determind LysoGb3, mRNA vy cantidad de
proteina, asi como se llevé a cabo un estudio de metilacion.

La doctoranda ha participado en el disefio del estudio y la
interpretacion de los datos obtenidos tanto para el cribado neonatal
como para el estudio caso-control. En este ultimo, la doctoranda ha
realizado asimismo el reclutamiento de los pacientes, la recogida de
muestras para analisis y el seguimiento clinico. La recogida y procesado
de las muestras del estudio de cribado neonatal ha sido realizada por
parte de la Unidad de Diagnostico y Tratamiento de Enfermedades
Metabdlicas Congénitas del Complejo Hospitalario Universitario de
Santiago de Compostela. El procesamiento de las muestras del estudio
caso-control se ha realizado en los laboratorios del Instituto de
Investigacion Sanitaria Galicia Sur, ubicados en Vigo en el Hospital
Alvaro Cunqueiro

4.4 PROCESADO DE MUESTRAS

El anlisis de las muestras del estudio de cribado neonatal se realizo
en los laboratorios de la Unidad de Diagnoéstico y Tratamiento de
Enfermedades Metabdlicas Congénitas del Complejo Hospitalario
Universitario de Santiago de Compostela.

El analisis de las muestras del estudio caso-control (a excepcion del
estudio de LysoGbh3 como se detalla posteriormente) se realizo en los
laboratorios del Instituto de Investigacion Sanitaria Galicia Sur,
ubicados en Vigo en el Hospital Alvaro Cunqueiro.

La determinacion de la actividad enzimatica de a-GalA se realizd
por fluorimetria en muestras de sangre en forma de gota seca segun el
método de Chamoles (192). Se utiliz6 fluorimetro Twinkle LB 970. El
ensayo se realiz6 en tampdn fosfato-citrato 0.15M a pH 4.2, usando 4-
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metilumbeliferil-a-D-galactopiranoside  4mM  (4-MU,  #44039,
Glycosinth) como sustrato y en presencia de N-acetil-D-galactosamina
50mM (Ver Figura 10). La actividad enzimatica se calculd con
referencia a una recta patron (Fluorescencia/concentracion de sustrato)
y se expresd como umoles de substrato hidrolizado por hora y litro de
sangre. Las muestras se midieron por duplicado.

4-metil-umbeliferil-a-D-galactopiranoside galactosa 4-metil-umbeliferona

CH, hv 450nm
’ CH,
HO
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~N
HO wall] (YFF
il () 0 0 + H,O —
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%
“OH
o-galactosidasa A

= A hv 360
(hidrolasa 4cida) v otnm

Figura 10 Reaccion de la enzima a-GalA . (Imagen de elaboracion propia)

Para la secuenciacion de GLA se utiliz6 un termociclador (Applied
Biosystems GeneAmp PCR System 9700) y un secuenciador
automatico por electroforesis capilar AB PRISM 310, con software para
analisis de secuencias (Genescan). Se realizd con método de Sanger
sobre  fragmentos de Acido  Desoxiribonucleico  (DNA)
correspondientes a los 7 exones que forman el gen. Estos fragmentos se
obtienen por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando la
muestra de gota seca y primers especificos complementarios a las
secuencias intrénicas que flanquean cada exon.

La determinacion de LysoGb3 se llevo a cabo en el Laboratorio
lisosomal del Centro Médico Universitario de Hamburgo-Eppendorf
localizado en Hamburgo, Alemania, mediante el envio de muestras
debidamente conservadas. Se realiz6 con el analisis de muestra en papel
de filtro. Se duplicé el analisis en todas las muestras. Los niveles de
LysoGb3 se determinaron mediante espectrometria tandem masas de
ionizacion por electroespray y cromatografia liquida de alta prestacion
utilizando un dispositivo médico clase 1 Shimadzu 8050 y adaptando el
método descrito por Gold y colaboradores (193). Se utiliz6 un estandar
interno para la cuantificacion de LysoGb3 (se cubrid el rango de 0 a 120
ng/mL, limite bajo de cuantificacion 0.3 ng/mL). Para el control de
calidad se utilizaron 3 niveles de calibracion (3, 30 y 100 ng/mL). El
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rango de referencia se defini6 como el intervalo de prediccion que
incluye el 95 % de los valores del grupo de referencia (punto de corte <
1.1 ng/mL).

El analisis de trascritos de GLA se llevo a cabo con el equipo para
PCR en tiempo real (QPCR) AB Prism7300, Applied Byosistem, y se
utilizo el software de analisis ABIprism. Se realizé mediante qPCR con
sondas Tagman para medir los niveles de expresion del gen y
determinar eventuales alteraciones de la expresion del mRNA. De
muestras de sangre periférico (10 ml de sangre recogido con EDTA) se
purificaron los leucocitos por deplecién de las otras poblaciones y se
extrajeron simultaneamente RNA total, DNA y proteinas usando el kit
All-Prep (Qiagen). EI mRNA se retrotranscibié con Ominiscript kit,
(Qiagen) usando un cebador de oligodTs. El c-DNA obtenido se utilizd
para el analisis cuantitativo de los transcritos (Tagman probes GLA
#186786874 aparato 7300 Abiprism de Life Technologies). La cantidad
de transcrito se calcul6 en referencia a un gen constitutivo (GAPDH
#186786874) utilizando el método de los ciclos celulares (Pfaffl, 2001)
y normalizando los datos a la muestra control. Las mediciones se
realizaron por triplicado y se realizaron 3 experimentos independientes
en cada sujeto a estudio. En cada experimento se utilizaron diferentes
muestras control para la normalizacion de los datos.

El estudio semicuantitativo de la expresion de a-GalA a nivel de
proteina se realiz6 mediante Western blot utilizando un anticuerpo
especifico para la enzima (Abcam#). Previamente se corrieron las
muestras obtenidas de la lisis de leucocitos de pacientes en un gel de
polyacrilamida en condiciones desnaturalizantes para permitir la
separacién de las muestras. (biorad#). Las proteinas se trasfirieron a
membranas Transblot Turbo (#1704157) de Biorad utilizando el
analizador ChemiDoc MP Imaging System. Se utilizo la expresion del
marcador de lisosomas LAMP1 como gen de referencia para la cantidad
de proteina. Una vez tratadas las membranas con anticuerpos
secundarios HRP conjugados, se reveld la sefial luminiscente de las
bandas con Clarity Western ECL substrate (#170-5060). Las imagenes
se adquirieron con el analizador de imagen ImageLab (Biorad)

El estudio de metilacion se realizé mediante el analisis del DNA
tratado con bisulfito utilizando la PCR especifica de metilacion
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(methylation-specific PCR, MSP) y la secuenciacion del DNA tratado
(Bisulfite sequencing). Se estudio la regién promotora de GLA (-
152 +193), que contiene las variaciones intrénicas c.-10C>T y c.-
12G>A, el entorno de la variacion p.(Alal43Thr) (9.11068 — 9.11271)
y el entorno de la variacion p.(Asp313Tyr) (g.14253 — ¢.14563). Para
la conversion con bisulfito se utilizo el kit EZ DNA Methylation-Direct
Kit (Zymo Research) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
utiliza el programa MethPrimer (194) para la identificacion de las islas
CpG, el disefio de los juegos de cebadores MSP (estado metilado y
estado no metilado) y el de los cebadores para la secuenciacion del
DNA tratado. Los resultados de la amplificacion especifica de
metilacion se analizan mediante electroforesis en gel de agarosa. Para
el analisis por secuenciacion de los dinuclettidos CpG se realiza el
clonaje de los productos de PCR en el vector pPCR® 2.1-TOPO incluido
en el kit comercial TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen, Life
Technologies). Transformamos bacterias competentes TOP10 de E.
coli con nuestros plasmidos mediante la técnica de choque térmico.
Posteriormente se aislan entre 3-4 colonias de cada, se crecen y se
extrae el DNA plasmidico con el kit de extraccion NZYMiniprep kit
(Nzytech). Por ultimo, se secuencian por Sanger a través de la empresa
STABVIDA (Portugal).

45 ANALISIS DE LOS DATOS

El programa empleado para el registro de los datos sera microsoft
Excel. Se utilizé el software libre estadistico R para la realizacion del
andlisis estadistico de los datos

En las variables cuantitativas se ha calculado la media y la
desviacion estandar (DE). Se establecen los Intervalos de Confianza
95% (IC 95%) asi como el nivel de significacion estadistica
comparando grupos de media £ DE mediante la prueba t-student. Los
parametros estadisticos estudiados en el analisis de resultados son: los
valores méximo y minimo muestral, primer, segundo Yy tercer cuartil,
empleando la representacion grafica que se muestra esquematicamente
en la Figura 11.
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Maximo

Tercer cuartil (Q,, 75%)

~Mediana (Q,, 50%)

Primer cuartil (Q,, 25%)

Resultado/medidas

Minimo

Figura 11 Representacion esquematica de los parametros estadisticos graficados.
(Imagen de elaboracion propia)

La correlacién enzimética con el peso al nacimiento y la edad
gestacional fue analizada mediante el coeficiente de correlacion de
Pearson. Para estudiar la asociacion entre la actividad enzimética y la
edad gestacional (<35 semanas Vs >35 semanas) o el peso al nacimiento
(<2500 g Vs > 2500 g) se utilizo el test 2 para tablas de contingencia.

El punto de corte para determinar la actividad enzimatica se ajustd
utilizando el percentil 0.5 y se ajust6 teniendo en cuenta variables como
el sexo, peso y edad gestacional. Para establecer el punto de corte
apropiado se cuantifico la actividad enzimatica de la a-GalA en 2168
recién nacidos sanos. La actividad media fue de 5.1 pumol/Lh (IC 95%
5.0-5.2) con una mediana 4.57 (IC 95% 4.46-4.71). Estos valores
pueden estar sobrestimados teniendo en cuenta que dicha poblacién
incluye tanto varones como mujeres. La prevalencia, el valor predictivo
positivo (VPP) y la precision del método para el protocolo diagnéstico
se calculé utilizando el software MedCalc 16.4.3 (Universidad de
Oostende, Bélgica)

En el analisis de las secuencias en el gen GLA se utilizo el software
Chromas 2.4 para detectar mutaciones puntuales o pequefias
deleciones/inserciones en los exones y las regiones intrénicas cercanas.
La nomenclatura aplicada en las variantes genéticas de GLA sigue la
normativa HGVS (Human Genome Variation Society) utilizando como
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referencia la secuencia LRG_672 tanto a nivel genébmico como de DNA
codificante (LRG_642t1) y proteina (LRG642pl).

El punto de corte Gptimo en nuestra muestra en relacion al acumulo
de LysoGb3 se establecidé mediante la realizacién de curva ROC
estableciendo el valor con mejor relacion sensibilidad/especificidad.
Los niveles de LysoGb3 se analizaron con el test t-student para
comparar grupos de media +/- DE. Se determiné como significacion
estadistica p<0.05.

La cantidad de transcritos se calculd en base a la referencia del gen
constitutivo GAPDH #Hs02758991, usando el método de la
amplificacion de ciclos (AACt), descrito por Pfaffl (195) y
normalizando los valores a aquellos obtenidos de la muestra de
calibracion (valor de 1), (extraccion de mARN de voluntarios sanos).
Se repitieron 3 experimentos independientes para cada sujeto usando
muestras de calibracion de dos individuos control diferentes. El dato
cuantitativo de transcrito representado por cada sujeto es el valor medio
de los tres experimentos realizados, + la desviacion estandar. Los
niveles de transcrito de GLA se analizaron con el test t-student para
comparar grupos de media +/- DE. Se determiné como significacion
estadistica p<0.05.

Las imagenes de WB se realizaron con el programa Image Lab
(Biorad) y la expresion de a-Gal A se comparé con la expresion LAMP
en cada muestra. La cuantificacion relativa entre las dos bandas de
proteina se calcul6 utilizando el programa Image lab 5.2.1 de Biorad
para cada muestra. Se calcul6 sucesivamente la media y la desviacion
estandar de la intensidad relativa de las bandas para cada grupo
[controles, casos con la variante p.(Alal43Thr), casos con SNPs
(polimorfismos de un solo nucleétido) en intrones, casos con variantes
p.(Asp313Tyr)] y se analizd mediante t-test la significancia de las
diferencias entre grupos.

Las secuencias obtenidas tras la realizacion del estudio de
metilacion se analizaron con el programa Chromas Pro (Technelysium
Pty Ltd).
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4.6 DIFICULTADES Y LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La realizacion del estudio de cribado neonatal limitandose a la
poblacién perteneciente a la Comunidad auténoma de Galicia puede
constituir un sesgo de seleccion a la hora de extrapolar nuestros
resultados a otras poblaciones.

Por otro lado, el realizar el estudio de la expresion de a-GalA en
una muestra ain mas seleccionada (sujetos pertenecientes al area de
salud de Pontevedra-Sur) vuelve a constituir de nuevo un sesgo de
seleccion a la hora de poder extrapolar los resultados a otras
poblaciones y, ademas, el tamafio muestral es demasiado bajo para
poder encontrar diferencias significativas.

4.7 ASPECTOS ETICO-LEGALES

Cumplimiento de las Normas de Buena Practica Clinica y de la
Declaracion de Helsinki.

Confidencialidad de la informacion. El tratamiento, comunicacion
y cesion de los datos se hard conforme a lo dispuesto por la Ley
Orgénica 15/1999, de 13 de diciembre, de proteccion de datos de
caracter personal. Sélo el equipo y las autoridades sanitarias, que tienen
el deber de guardar la confidencialidad, tendran acceso a todos los datos
recogidos por el estudio. Se podra transmitir a terceros la informacion
que no pueda ser identificada. En el caso de que alguna informacion sea
transmitida a otros paises, se realizara con un nivel de proteccion de los
datos equivalente, como minimo, al exigido por la normativa de nuestro
pais.

Manejo de muestras bioldgicas conforme a la Ley 14/2007 y el RD
1716/2011. Las muestras y los datos asociados seran guardados de
forma codificada. Esta informacion estd a cargo del investigador
principal y solo pueden acceder a ella los miembros del equipo
investigador y las autoridades sanitarias en el ejercicio de sus funciones.
Los Responsables de la custodia de las muestras son por un lado, en lo
referente al estudio de cribado neonatal la Unidad de Diagnoéstico y
Tratamiento de Enfermedades Metabolicas Congénitas del Complejo
Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela donde
permanecen almacenadas y en lo relativo al estudio Caso-control el
responsable de la custodia de las muestras es el investigador principal
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(Cristina Melcon Crespo) y son almacenadas en el Instituto de
Investigacion Sanitaria Galicia Sur durante el tiempo necesario para
realizar el estudio o de manera indefinida en el caso de que el paciente
haya accedido a la conservacion en la coleccion de muestras “Estudios
de diagnoésticos y de mecanismos moleculares de la Enfermedad de
Fabry” n® C.0003361 dada de alta en la Red Nacional de Biobancos
cuya responsable es la Dra Saida Ortolano.

Ver Anexo: Modelo de consentimiento informado Estudio
Descriptivo Cribado neonatal y Modelo de consentimiento informado
Estudio Caso -Control.

Obtenido el dictamen favorable del Comité de Etica de la
Investigacion Clinica de Galicia para el estudio del Cribado Neonatal
con fecha 5/03/2009 (Cddigo de Registro 2008/390) (Ver Anexo:
Aprobacion del Comité de Etica Estudio Cribado Neonatal) y el
dictamen favorable del Comité de Etica de la Investigacion de
Pontevedra-Vigo-Ourense para el estudio caso-control con fecha
14/07/2015 (Codigo de Registro 2015/464) (Ver Anexo: Aprobacion
del Comité de Etica Estudio Caso - Control).
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5 Resultados

En este apartado se muestran los resultados del estudio de cribado
neonatal que comenzo en el afio 2008 y se continud en una segunda
fase, 10 afios después, con el estudio de los sujetos portadores de GVUS
del area sanitaria de Vigo. En la Figura 12 se detalla un cronograma de
actuacion del trabajo realizado.

5.1 ESTUDIO DESCRIPTIVO

En nuestro estudio de cribado neonatal [ver Anexo Articulo:
Newborn screening for Fabry disease in the north-west of Spain (196)],
el unico llevado a cabo en Espafia, se ha realizado analizando, en
muestra de papel de filtro recogida entre el 3° y 5° dia de vida, a los
recién nacidos en la Comunidad Auténoma de Galicia desde el 1 de
enero hasta el 31 de diciembre del afio 2008. En total se analizaron
14,600 individuos (7575 hombres y 7025 mujeres).

El punto de corte para considerar una baja actividad enzimatica se
establecié en 1.7 umol/Lh (correspondiente al percentil 0.5 de la
cohorte de datos analizados) si bien posteriormente se ajusté a 2
pumol/Lh al tener en cuenta las variables con las que se correlacion6
(edad gestacional y peso al nacimiento) para evitar falsos negativos ya
que ademas de que las mujeres heterocigotas presentan una actividad
enzimatica mayor, en los recién nacidos prematuros y con bajo peso
también se objetivan actividades enziméaticas mayores comparados con
los recién nacidos a término y con peso adecuado a la edad gestacional.

83



78

Recogida muestras
cribado neonatal

*  Muestras aGalA (14600)
«  Muestras secuenciacion
GLA (100)

Informe favorable
comité de ética
b (Cribado neonatal)

Cribado neonatal

Estudio de familiares
en muestras +
cribado (37)

Planteamiento
estudio Caso-
Control (12)

P Fin de recogida de

muestras (Estudio
*® . @e Caso-Control)
Inicio de recogida de
muestras (Estudio

Caso-Control)

Fin de recogida
de casos

Estudio Caso-Control

° (Estudio Caso-Control)

P Publicacion estudio
cribado neonatal

® Premio mejor
comunicacion oral

) 0eo-
BiolntegraSaude 2018

Defensa de
tesis doctoral

Estudio
LysoGb3

Andlisis, discusion
determinacion de la

secuencia diagnostica
co@eo- ] In
Primeros resultados Nuevos anlisis
@ (Estudio Caso-Control) secqenc_l’amén
Informe favorable metilacion
comité de ética

Revision historia clinica (periédicamente durante este periodo)
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Figura 13 Resultados del estudio del cribado neonatal (el porcentaje se refiere al %
de sujetos identificados en cada paso; DBS = Dried Blood Spot)

i

Los resultados obtenidos en cada paso del estudio se detallan en la
Figura 13. Se objetivo disminucion de la actividad enzimatica de a-
Galactosidasa en 106 muestras (0.7%) pudiendo realizar la
secuenciacion del gen GLA (previa obtencion del consentimiento
informado) en 101 de las muestras (68 varones y 33 mujeres). Se
detectaron variantes genéticas del gen GLA en 37 sujetos (ver resultados
detallados en la Tabla 15).
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Tabla 15. Variantes gen GLA halladas en Cribado Neonatal

AN R Actividad en
Pacien en 2l el segundo . o
te Sexo primer test Variante genética
test ULh
(umol/Lhy  (wmol/Lh)

1 M 0.6 0.6 p.M2901;c.870G>A, c.-10C>T, c.640-16A>G
2 F 1.6 1.6 p.F18Y;c.53T>A, wt

3 F 2.0 1.5 €.376A>G;p.S126G, c.640-16A>G, wt
4 M 1.7 1.4 p.(Ala143Thr)

5 F 1.7 1.9 p.(Ala143Thr), wt

6 M 0.7 1.1 p.(Ala143Thr)

7 M 1.7 1.3 ¢.352C>T;p.R118

8 F 1.4 1.6 c.352C>T;p.R118, wt

9 M 1.1 1.5 c.352C>T;p.R118

10 M 1.4 1.0 c.352C>T;p.R118

11 M 1.7 1.6 c.352C>T;p.R118

12 M 2.0 1.8 c.352C>T;p.R118

13 F 1.9 1.5 p.(Asp313Tyr), c.-10C>T, c.640-16A>G, wt
14 M 1.9 1.2 p.(Asp313Tyr)

15 M 1.8 1.9 p-(Asp313Tyr)

16 M 1.7 1.6 p-(Asp313Tyr)

17 F 1.9 1.7 c.-10C>T, wt

18 F 1.9 1.8 c.-10C>T, wt

19 M 0.6 0.3 c.-10C>T

20 M 1.4 1.8 €.640-16A>G

21 F 1.8 1.6 €.640-16A>G, wt

22 F 1.5 2.0 €.640-16A>G, wt

23 M 1.3 1.1 €.640-16A>G

24 F 1.4 1.9 €.640-16A>G, wt

25 F 1.8 1.8 €.640-16A>G, wt

26 M 1.3 1.9 c.640-16A>G

27 F 1.6 1.8 €.640-16A>G, wt

28 M 1.2 1.8 c.-10C>T, c.640-16A>G

29 F 1.7 2.0 c.-10C>T, c.640-16A>G, wt
30 M 1.4 1.5 c.-10C>T, c.640-16A>G

31 F 1.8 0.9 c.-10C>T, c.640-16A>G, wt
32 M 1.6 1.8 c.-10C>T, c.640-16A>G

33 F 1.9 1.7 c.-10C>T, c.640-16A>G, wt
34 M 1.8 1.6 c.-10C>T, c.640-16A>G

35 M 1.9 1.9 c.-10C>T, c.640-16A>G

36 F 2.0 1.9 c.-10C>T, c.640-16A>G, wt
37 F 1.9 1.7 c.-10C>T, c.640-16A>G/, wt

Una de estas variantes hallada en un paciente vardn, esta
considerada como patogénica (p.M290I1;c.870G>A) productora de
fenotipo clasico ya que ha sido previamente descrita (197). En esta
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variante se produce la sustitucion de metionina en la posicion 290 con
isoleucina traduciendose en un defecto del ensamblaje de la proteina.

Otra de las variantes encontradas (p.F18Y;c.53T>A) en una
paciente heterocigota no ha sido detectada con anterioridad ni recogida
en Human Mutation Database si bien una variante que afecta al mismo
residuo y esta sustituida con un aminoécido con caracteristicas similares
esta descrita como patogenica (29). En nuestra variante se produce una
sustitucion en la posicion 18 de fenilalanina por tirosina y en la variante
descrita en la literatura la sustitucién producida en dicha posicion 18 es
fenilalanina por serina. Tanto serina como tirosina son aminoacidos
mas polares que la fenilalanina lo que produce alteracion en las
interacciones hidrofobicas de la enzima y de esta forma afectan a su
estabilidad. La nifia portadora de esta variante no presenta
sintomatologia compatible con la EF en el momento actual y su madre
portadora de la misma variante presenta lesiones cutaneas sin filiar.
Otros familiares de la madre, que rechazaron la realizacion del estudio
genético, presentan lesiones cutineas angiokeratoma-like (en uno de
los familiares se realizé biopsia de la lesion objetivando la presencia de
inflamacién y células alargadas con depoésito de material birrefringente
en su interior) y otra sintomatologia sugestiva pero no especifica de la
EF (dolor abdominal recurrente, pérdida auditiva, prurito en las
extremidades...). Por todo ello, podriamos clasificar la variante
(p.F18Y;c.53T>A), como probablemente patogénica.

El resto de variantes halladas se consideran GVUS. Se detectaron
tanto el polimorfismo ¢.937G>T;p.(Asp313Tyr) como otras variantes
con patogenicidad dudosa (c.352C>T;p.R118C, c.427G>A;
p.(Alal43Thr), c.376 A>G;p.S126G, ) y humerosas variantes intronicas
(9.5051C>T;c.-10C>T, ¢.14002A>T;c.640-16A>G) en asociacion
entre ellas.

La prevalencia estimada en varones es del 0.013 % (1:7575
varones) similar a la descrita en otros programas de cribado
mencionados anteriormente (Ver Tabla 9). El VPP es de 1.47 % con
una precision de 99.12 % (I1C 98.9-99.3) con una tasa de FP de 0.88 %.
Debido a que la actividad enzimatica no es concluyente en las mujeres
no es posible calcular la prevalencia en esta poblacion partiendo de la

87



CRISTINA MELCON CRESPO

actividad enzimatica como método de cribado, ya que podriamos tener
en nuestra cohorte falsos negativos.

En todo caso, si estudios posteriores confirmasen a la variante
p.F18Y;c.53T>A como patogénica podriamos concluir que la
prevalencia estimada en nuestra poblacién de forma global, incluyendo
tanto varones como mujeres, es de 0.014 % (1:7297) con VPP de 2%,
precision de 99.3 % (IC 75-100) y tasa de FP de 0.67 % que son valores
similares a los obtenidos para la poblacion masculina. Esto sugiere que
el porcentaje de falsos negativos en la poblacion estudiada no es
significativo, a pesar de utilizar la actividad enzimatica como método
de cribado.

5.2 EsTuDIO CASO - CONTROL

5.2.1 Sujetos a estudio

Se incluyeron en el analisis un total de 12 sujetos portadores de
GVUS que cumplian los criterios de inclusion, que constituyen el total
de los sujetos susceptibles a estudio. 8 de ellos eran mujeres (66 % del
total).

Para el grupo control se recogieron muestras de 16 pacientes (43%
mujeres) todos ellos con actividades, enzimaticas de a-GalA dentro de
la normalidad y sin presentar alteraciones en las regiones del gen GLA
estudiadas, comprobado por secuenciacion Sanger.

Para los casos se secuenciaron unos tramos mas amplios de
regiones intronicas para comprobar la presencia de otros SNPs en
intrones frecuentemente detectados en cribado de poblacién adulta con
riesgo de EF (198) y se confirmo que en 9 de ellos se hallaban mas de
2 SNPs. En la Figura 14 se muestran las GVUS detectadas en los sujetos
caso a estudio.

€.370-81_370-77del (rs5903184) €.640-16A>G (rs2071397) €.1000-22C>T (rs2071228)

Exon 1 n Exon 2 Exon 3 3 4 Exon § E Exon 6 Exon 7
a .

25051C>T (rs2071225) c.427G>A €937G>T
2.5049G>A ( rs3027585) p-(Alal43Thr) (rs104894845) p-(Asp313Tyr) (rs28935490)

Figura 14 GVUS detectadas
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En la Tabla 16 se detallan los datos obtenidos de los casos y en la
Tabla 17 la informacion detallada de los controles.

Tabla 16. Datos Sujetos Caso (Portadores GVUS) (M=masculino; F=femenino)

Actividad

Muestra Sexo Enzimati Genotipo
nzimatica

15-01-F F 1,9/1,5 c. -10C>T, ¢.370-81_370-77del, c.640-16A>G,
p.(Asp313Tyr), c.1000-22C>T

15-02-F  F 1,7/1,9 p.(Ala143Thr)

15-03-F F 2/1,9 c. -10C>T, c.370-81_370-77del, c.640-16A>G,
¢.1000-22C>T

15-04-F M 1,9/1,9 c. -10C>T, c.370-81_370-77del, c.640-16A>G,
¢.1000-22C>T

15-05-F F 1,9/1,7 c. -10C>T, c.370-81_370-77del, c.640-16A>G,
¢.1000-22C>T

15-06-F F 1,4/1,9 c. -12G>A, g.5051C>T, c.370-81_370-77del,
C.640-16A>G, c.1000-22C>T

15-07-F F 1,9/1,7 c. -10C>T, c.370-81_370-77del, c.640-16A>G,
¢.1000-22C>T

15-08-F M 0,7/1,1 p.(Ala143Thr)

15-09-F F 1,9 1,8 c. -10C>T, ¢.370-81_370-77del, c.1000-22C>T

15-10-F M 1,7/1,6 p.(Asp313Tyr)

16-11-F F K €.370-81_370-77del, c.640-16A>G, c.1000-
22C>T

16-12-F M 1,8/1,6 c. -10C>T, ¢.370-81_370-77del, c.640-16A>G,

¢.1000-22C>T

Tabla 17. Datos Sujetos
Control (Sanos) (M=masculino; F=femenino; SNP= polimorfismo de un solo
nucleotido)

Muestra Sexo Actividad Genotipo
Enzimatica
15-01-C M 10,51 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
16-02-C M 5,6 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
16-03-C F 10,75 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
16-04-C M 9,8 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
16-05-C M 6,08 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
16-06-C F 16,3 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
16-07-C M 15,07 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
16-08-C F 16,19 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
16-09-C M 13,46 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
16-10-C M 10,39 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
16-11-C F 10,93 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
16-12C M 9,75 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
16-13C M 9,09 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
16-14C F 10,88 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
17-15C F 9,79 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
17-16C F 13,78 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
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5.2.2 Manifestaciones Clinicas Sujetos

Ninguno de los 12 sujetos portadores de GVUS analizados (edad
cronoldgica actual de 10-11 afios) presenta manifestaciones clinicas
propias de la EF tal y como se detalla en la Tabla 18. Ninguno de los
pacientes refiere dolor del tipo neuropético, lesiones cutaneas
sugestivas de angiogqueratoma (el sujeto 4 presenta una lesion cutanea
en el muslo que tras realizacion de biopsia se tipific6 como un nevus
fusocelular y otra lesion en el tobillo izquierdo etiquetada como nevus
de células fusiformes pigmentado) o manifestaciones gastrointestinal
frecuentes en los pacientes con EF en la edad pediétrica. El paciente 10
presenta hipoacusia en relacion a una displasia coclear.
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Tabla 18. Manifestaciones Clinicas Nifios Portadores GVUS

Paciente Enfermedades Edad de Tratamiento
presentacion

1 Invaginacion intestinal 24 meses
Diarrea funcional <6 anos
Tics motores transitorios 6 anos
Tiroiditis autoimune subclinica 11 anos

2 Cefalea tensional (RM SNC normal) 10 afos
Actitud cifoescoliotica 10 anos
Dismetria leve MMII 10 anos

3 - - -

4 Nevus fusocelular pigmentado en 9 anos Reseccion
muslo Reseccion
Nevus de células fusiformes 10 anos
pigmentado en tobillo izquierdo
BRD completo 9 anos

5 Deficiencia de acil-CoA Nacimiento Riboflabina
deshidrogenasa de cadena corta
Portadora heterocigota 10 afos
(p.Val282Leu) en gen CYP21A2

6 2 crisis febriles atipicas 12 y 30 meses

7 Pigmentaciones dentales 11 anos

8 Actitud cifoescoliotica 9 anos
Dismetria Miembros inferiores 9 anos

9 - -

10 Displasia coclear-hipoacusia 2 anos -
Trastorno del Espectro 6 anos Tratamiento
Autista/Trastorno por Déficit de Psicoeducativo
Atencion e Hiperactividad

11 - - -

12 Fractura de fémur 8 meses Inmovilizacion
Tic fonico 10 afos
Valoracion cardioldgica normal por 10 anos

sospecha cardiomegalia

5.2.3 Manifestaciones Clinicas Familiares

Ninguno de los familiares de los pacientes portadores de GVUS en
el gen GLA presenta manifestaciones clinicas sugerentes de EF (ver
Tabla 19). Es necesario destacar que el abuelo del paciente 3 ha
fallecido por MCPH. Desgraciadamente en este sujeto se desconoce si
la variante genética es heredada en rama materna o paterna ya que no
consintieron la realizacion del estudio en los progenitores.
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Tampoco en el sujeto 1 se realizd el estudio genético en los
progenitores al no emitir su consentimiento. En el sujeto 12 no se
encontro la variante del gen GLA ni en el padre ni en la madre. En el
sujeto 6 sélo pudo ser estudiada la madre, no siendo portadora de la
variante genética de su hija.

Tabla 19. Manifestaciones Clinicas Familiares

Paciente Grado de parentesco Enfermedad
1 Madre Hipotiroidismo
Tio de la madre 1AM
Madre de la abuela materna ACV a los 60 afios
2 - -
3 Padre Elevacion CPK. Arritmias
Abuelo paterno MCPH (fallecido)
Padre abuelo materno Marcapasos a los 50 afos
4 Abuela materna ACV a los 78 afnos
Bisabuelo materno ACV
5 Abuela materna IAM a los 54 anos (fallecida)
6 Padre Atopia. HTA
7 Padre Arritmia cardiaca
8 Padre Arritmia cardiaca
Abuelo materno Bypass a los 48 afos
9 -
10 -
11 Abuelo materno IAM a los 55 afnos
Hermana del padre Fallecida RN por malformacion cardiaca
12 Hermana del abuelo materno  Monorreno

5.2.4 Determinacion de LysoGb3

Para establecer el punto de corte éptimo del biomarcador LysoGb3
en nuestra muestra se calcul6 curva ROC. Se establecié como punto de
corte el valor 3,95 ng/mL con una sensibilidad 0,42 (IC 95% 0,10-0,74)
y una especificidad 0.81 (IC 95% 0,59-1). El area bajo la curva fue de
0,63 (IC 95% 0,42-0,84).

Dicho punto de corte fue superado por cinco sujetos en el grupo de
los casos (Sujetos 2, 6, 7, 8 y 9) y tres en el grupo control (7, 8y 9). El
sujeto 2 del grupo Caso, portador de la variante p.(Alal43Thr), supera
en 2,45 puntos el valor calculado como punto de corte mientras que el
sujeto 8 del grupo Caso, también portador de la variante p.(Alal43Thr),
supera dicho punto de corte en 1 punto. De forma detallada se describen
en la Tabla 20 los valores de LysoGhb3 en los casos y en la Tabla 21 los
valores de LysoGDb3 en los controles.
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Tabla 20. Datos LysoGb3 en Sujetos Casos (Portadores GVUS) (M=masculino;
F=femenino)

Actividad  LysoGb3

Muestra  Sexo - tica (ng/mL)

Genotipo

c. -10C>T, ¢.370-81_370-77del, c.640-16A>G,

15:01-F F 1,9/1,5 2,9 p.(Asp313Tyr), c.1000-22C>T
15-00-F  F 1,7/1,9 6,4 p. (Ala143Thr)

c. -10C>T, ¢.370-81_370-77del, c.640-16A>G,
15-03-F  F 2/1,9 3,1 B 10 TTde

c. -10C>T, ¢.370-81_370-77del, c.640-16A>G,
1504F M 1,9/1,9 2,6 VB0 e

c. -10C>T, c.370-81_370-77del, c.640-16A>G,
15-05-F  F 1,9/1,7 2,9 B ST0 TTde

c. -12G>A, 8.5051C>T, c.370-81_370-77del,

leaet ] LAY £ C.640-16A>G, €.1000-22C>T

c. -10C>T, c.370-81_370-77del, c.640-16AG,
15.07-F  F 1,9/1,7 41 o e
15.08F M 0,7/1,1 5 p. (Ala143Thr)
15-09-F  F 1.9/1.8 43 c. -10C>T, c.370-81_370-77del, c.1000-22C>T
1510-F M 1.7/1.6 3.4 b. (Asp313Tyr)
ot F L8 8 37 c.370-81_370-77de212,Cc>.$_40-16A>G, ¢.1000-
ot m L8 37 c. -10C>T, ¢.370-81_370-77del, c.640-16A>G,

¢.1000-22C>T

Tabla 21. Datos LysoGb3 en Sujetos Control (Sanos) (M=masculino; F=femenino;
SNP= polimorfismo de un solo nucleotido)

Actividad LysoGb3

Muestra Sexo i imitica (ng/mL)

Genotipo

15-01-C M 10,51 2,6 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
16-02-C M 5,6 2,3 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
16-03-C F 10,75 3,6 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
16-04-C M 9,8 2,9 no SNPs en region promotora, intrén 2, 4, 6
16-05-C M 6,08 3,8 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
16-06-C F 16,3 3,6 no SNPs en region promotora, intrén 2, 4, 6
16-07-C M 15,07 4,7 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
16-08-C F 16,19 5,5 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
16-09-C M 13,46 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
16-10-C M 10,39 2,9 no SNPs en region promotora, intrén 2, 4, 6
16-11-C F 10,93 2,5 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
16-12C M 9,75 2,8 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
16-13C M 9,09 2,9 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
16-14C F 10,88 3,9 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
17-15C F 9,79 3,9 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6
17-16C F 13,78 3,1 no SNPs en region promotora, intron 2, 4, 6

En el analisis del biomarcador LysoGh3 comparando el grupo caso
con el grupo control se objetiva que no hay diferencias significativas
entre los valores medios de LysoGb3 en el grupo de los Casos (Media
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3,84 ng/mL con IC 95%: 3,24-3,44) y el grupo Control (Media 3,43
ng/mL con IC 95%: 3,02-3,86). La ausencia de significacion estadistica

Se

puede explicar dado el pequefio tamafio muestral pero se objetiva

como los valores son superiores en los sujetos portadores de GVUS
evaluados de forma global o de forma independiente por sexos (ver
Figura 15).

[ng/mL]

g

LvsoGb3

Todos los pacientes Varones Mujeres

NRE=I. I
| F'

Caso Control Caso Control Caso Control

(12) (16) ) 9 (8) (7)

Figura 15. Valores LysoGb3 GLOBAL (entre paréntesis se indica el niUmero de
sujetos de cada grupo)

Llama la atencién que tanto en el grupo de los casos como el grupo

control los valores medios son superiores en las mujeres respecto a los
hombres (ver Figura 16 y Figura 17).
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Global Varones Mujeres
6
= s
= T
£l
en
= 3 =
Q 1 T
2
> 2
- 41.7%* 25%%* 37.5%%*
' (5/12) (1/4) (3/8)
. * (% de casos que superan el punto de corte)
IC (95%):  (3.24-4.44) (2.70-4.65) (3.13-4.72)
Figura 16. Valores LysoGb3 CASOS. (Portadores GVUS)
7
Global Varones Mujeres
6
= s
E [ T
X
=
3
3 i T i
. 2
- 18.7%* 22.2%*% 14.3%*
. (3/16) (2/9) (1/7)
. * (% de controles que superan el punto de corte)
IC (95%):  (3.02-3.86) (2.70-3.72) (3.04-4.41)

Figura 17. Valores LysoGb3 CONTROLES. (Sanos)
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5.2.5 Estudio de mRNA

Los niveles de transcritos del gen GLA estan significativamente
disminuidos en algunas de las muestras de los pacientes portadores
GVUS analizadas (ver Tabla 22). Los porcentajes de transcritos en cada
muestra se determinaron con respecto a una muestra calibradora en tres
experimentos independientes en los que las mediciones se realizaron
por triplicado. El valor indicado representa la media de los tres
experimentos, mas o menos la desviacion estandar. Los valores
indicados como “n.d” (no detectables) se deben a que por la escasa
calidad de la muestra de RNA extraida no ha sido posible obtener
resultados de gPCR concluyentes. En las muestras indicadas con
asterisco los valores indicados proceden de un Unico experimento, ya
que por la escasa cantidad del RNA extraido los resultados de los otros
dos experimentos son inconcluyentes.

A pesar de que el error de las mediciones relativas de transcritos es
bastante elevado por la heterogenicidad de las muestras calibradoras
utilizadas, Ilama la atencion como los niveles de expresion en las
muestras del sujeto 7 y el sujeto 8 del grupo de los Casos estan
disminuidos en todos los experimentos realizados de GLA, a pesar de
las diferentes muestras calibradoras.
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Tabla 22. Datos Nivel de Transcritos en Sujetos Casos (Portadores GVUS) (*= un solo
experimento; n.d = no detectables; M=masculino; F=femenino)

. . Niveles
Muestra Sexo Act.|v1’d ?d o Genotipo de
Enzimatica (ng/mL) .
transcrito
c. -10C>T, c.370-81_370-
77del, c.640-16A>G, .
15-01-F F 1,9/1,5 2,9 p.(Asp313Tyr), c.1000- 68%+28%
22C>T
15-02-F F 1,7/1,9 6,4 p.(Ala143Thr) 77%+34%
c. -10C>T, c.370-81_370-
15-03-F F 2/1,9 3,1 77del, c.640-16A>G, 105%*
¢.1000-22C>T
c. -10C>T, c.370-81_370-
15-04-F M 1,9/1,9 2,6 77del, c.640-16A>G, 20%*
¢.1000-22C>T
c. -10C>T, c.370-81_370-
15-05-F F 1,9/1,7 2,9 77del, c.640-16A>G, 50,77%+58%
c.1000-22C>T
c. -12G>A, g.5051C>T,
15-06-F F 1,4/1,9 4 c.370-81_370-77del, c.640- 80%*
16A>G, c.1000-22C>T
c. -10C>T, c.370-81_370-
15-07-F F 1,9/1,7 4.1 77del, c.640-16A>G, 30%+4%
c.1000-22C>T
15-08-F M 0,7/1,1 5 p.(Ala143Thr) 75%+2%
c. -10C>T, c.370-81_370-
15-09-F F 1,9/1,8 4,3 77del, ¢.1000-22C>T n.d
15-10-F M 1,7/1,6 3,4 p.(Asp313Tyr) 75%42%
c.370-81_370-77del, c.640-
16-11-F F 1,8/1,8 3,7 16A>G, ¢.1000-22C>T 48%+37%
c. -10C>T, c.370-81_370-
16-12-F M 1,8/1,6 3,7 77del, c.640-16A>G, n.d

€.1000-22C>T
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3.0

25

2.0

1 T
AN

0.5 =
T 1
0 (p 0.03)

Intronic SNPs p.(Ala143Thr) p.(Asp313Tyr) Controles

IC (95%): (0.38-0.83) (0.55-0.97) (0.27-1.23) (0.85-1.19)

Figura 18. Niveles de trascrito: Datos globales. (SNPs= polimorfismos de un solo
nucleotido)

Se objetivan diferencias estadisticamente significativas en relacion
al nivel de trascrito comparando todos los pacientes portadores de SNPs
Vs Controles (p 0.03) (ver Figura 18). Esta diferencia se mantiene
analizando de forma independiente a las mujeres (p 0.02) (ver Figura
19).

98



5. RESULTADOS

3.0
[0 Varones
25 O Mujeres
2.0 -
<
1.5 \
T ) \
I = A\
N
0.5 —
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0
Intronic SNPs p.(Ala143Thr) p.(Asp313Tyr) Controles

IC (95%):  (0.32-1.13) (0.72-0.77) (0.27-1.23) ©0.74-102) [

IC (95%):  (0.45-0.96) (0.44-1.10) ©09-1.71) [

Figura 19. Niveles de trascrito: Diferencia entre sexos. (SNPs= polimorfismos de un
solo nucleotido)

5.2.6 Estudio de proteina

Se realiza la determinacion de los niveles de a-galactosidasaA en
todos los pacientes a estudio objetivando como dichos niveles estan
inalterados (casos con SNPs) o aumentados de forma significativa
[casos con p.(Alal43Thr) identificados como F02 y F0O8] a pesar de la
reducida actividad de la enzima, lo que apunta a un posible acimulo de
proteina no funcional (ver Figura 20). Los niveles medios de o-
galactosidasaA comparando los sujetos portadores de SNPs con sujetos
control no muestra diferencias significativas (niveles medios de a-
galactosidasaA en controles de 0,64 [IC 95% 0,25-1,03] Vs niveles
medios de a-galactosidasaA en sujetos portadores de SNPs de 0,65
[IC95% 0,28-1,01]). Sin embargo, comparando los sujetos control con
sujetos portadores de SNPs y sujetos portadores de la variante
p.(Alal43Thr) si se objetiva aumento estadisticamente significativo en
este ultimo grupo, estableciendo la posibilidad, anteriormente
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comentada, de la existencia de un acimulo de proteina en relacion a una
proteina no funcionante (niveles medios de o-galactosidasaA en
controles de 0,39 [IC 95% 0,07-0,71], niveles medios de a-
galactosidasaA en sujetos portadores de SNPs de 0,93 [IC95% 0,36-
1,50], niveles medios de a-galactosidasaA en sujetos portadores
p.(Alal43Thr) 1,81, [IC 95% 0,02-3,61]).

Cl13 Cl4  CO05 Cl6 M F11 F6 F7 F3 F4 N
ae BEse -
LAMP N
1
e s S8 @
b B - a-Gal A

Controles SNP

M Cco4  Co06 Cll F02 FO8 F10 C02 CI2 F9

cm.."‘

*p=0.05

w

%)

a-Gal A

L DR Y w e l@ -I—

0
Controles SNP p-(Alal43Thr)

Figura 20. Niveles de Proteina (En la zona izquierda de la figura se muestran
algunas de las determinaciones realizadas y en la zona derecha de la figura se
muestra el total de datos analizados; sujetos CASOS identificados como “F” y

sujetos CONTROL identificados como “C”; SNPs= polimorfismos de un solo
nucledtido).

5.2.7 Estudio de Metilacion

No existen diferencias en la metilacion del promotor de GLA entre
sujetos casos y controles. Se ha llevado cabo el analisis de tres sujetos
portadores de variante en la region promotora (F1, F3 'y F12) y de tres
sujetos sanos (C6, C12 y C15). La eleccion de dichos sujetos se ha
realizado de forma aleatoria entre los diferentes grupos apareados por
Sexo.

El andlisis de la region promotora de GLA, que engloba 12 sitios
CpG, no muestra diferencias entre afectos y controles. En cambio, nos
permite visualizar la inactivacion del cromosoma X en mujeres respecto
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a los hombres, independientemente a la Enfermedad de Fabry ya que se
detecta aumento de grupos metilados tanto en sujetos casos como
controles mujeres y de forma significativa menor si se trata de una
muestra de un varon sea caso o control (ver Figura 21).

Metilacion especifica PCR

C6 F12 C12

M F1 C6 F12C12 F1

@ CpG metilado

Secuenciacion con Bisulfito

O CpG no metilado

F1 (Mujer) F12 (Hombre)
@OOHDO000000  0AOOOO000000
@O00000DD0D0  OOOOOODDOODD
@00080000000 800000000000
C6 (Mujer) C12 (Hombre)
5 4 5
@O OOA0000000 0ADOAO000000
" Yolelolelelelelelole o ke olelelelololelelole]
000000000000 OOOOODDOOOD0
27.78% 2.78%

Posicion de las citosinas analizadas proximas a las GVUS (LRG_642t1):
2:c¢.-33 3:c.-31 4:c.-14 S5:c.-7

Figura 21. Analisis de metilacion de la region promotora GLA. En la figura se
representan algunas determinaciones realizadas. En la parte superior de la figura
se representan algunas de las determinaciones realizadas. En la parte inferior se

esquematiza en cada fila un clon del fragmento analizado representando mediante
circulos cada dinucleédtido CpG susceptible de metilacion. (F1= Sujeto Caso 1; F12=
Sujeto Caso 12; Cé6=Sujeto Control 6; C12=Sujeto Control 12)
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Cromatograma del dinucleétido CpG que incluye

Secuenciacion con Bisulfito ran cleot
Ia posicion de la variacion p.(Ala143Thr):

F2 (Mujer) F8 (Hombre)

1 2 3 1 2 3 A. Secuencia sin variacion p.(Alal43Thr):
... .O. EEEEEEEEESEEEEEEEEN
000 @00
00 @00

=

C11 (Mujer) C4 (Hombre)
3

1 2 3 12 B. Secuencia con variacion p.(Alal43Thr):
... O.. EEEEEEEENEEEEEEEEEER
00 ... TAAAATTTGTATAGGTTTT
00 00
Cee 00

@ CpG metilado O CpG no metilado .
Posicion de las citosinas analizadas (LRG 642t1): Variacion ¢.427G>A subrayada y citosita metilada/no
1: ¢.370-47  2:¢.426 3: c.456 metilada indicada con la flecha

Figura 22. Analisis de metilacion del entorno p.(Ala143Thr). En la parte izquierda
de la figura se esquematiza en cada fila un clon del fragmento analizado
representando mediante circulos cada dinucledtido CpG susceptible de metilacion.
En la parte derecha de la figura se representa el cromatograma de la secuencia
con y sin variacion. (F2= Sujeto Caso 2; F8= Sujeto Caso 8; C11=Sujeto Control 11;
C4=Sujeto Control 4)

Al analizar del entorno de p.(Alal43Thr), que engloba 6
dinucle6tidos CpG, nos encontramos con una alteracién en el patron de
metilacion en aquellos sujetos portadores de la variante p.(Alal43Thr).
En dichos sujetos, la citosina que se encuentra en la posicion 426
formando un dinucleético CpG no existe, en su lugar se encuentra una
timina, por lo que dicha zona, que habitualmente esta metilada al
constituir un dinucleodtico CpG, no se puede metilar (ver Figura 22).
Dicho analisis de metilacion se ha realizado en todos los sujetos de la
muestra portadores de la variante p.(Alal43Thr) (Sujeto Caso 2y 8) y
se ha comparado con dos sujetos control seleccionados de forma
aleatoria apareados por sexo (Sujeto Control 4 y 11).
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(O CpG no metilado

Secuenciacion con Bisulfito @ CpG metilado

F1 (Mujer) F10 (Hombre) C15 (Mujer) C12 (Hombre)
1 2 1 2 1 2 1 2

o0 o0 Q0o @0

o0 @0 @0 e

o0 o0 @0

e 10

Posicion de las citosinas analizadas (LRG_642t1):
1: ¢.901  2:¢.945

Figura 23. Analisis de metilacion del entorno p.(Asp313Tyr). Se esquematiza en
cada fila un clon del fragmento analizado representando mediante circulos cada
dinucledtido CpG susceptible de metilacion (F1= Sujeto Caso 1; F10= Sujeto Caso

10; C15=Sujeto Control 15; C12=Sujeto Control 12)

El anélisis del entorno de p.(Asp313Tyr), que engloba 2
dinucleotidos CpG, no muestra diferencias entre afectos y controles y
se encuentra metilado (ver Figura 23). Para su estudio se ha realizado
el analisis en todos los sujetos de la muestra portadores de la variante
p.(Asp313Tyr) (Sujeto Caso 1y 10) y se ha comparado con dos sujetos
control seleccionados de forma aleatoria apareados por sexo (Sujeto
Control 12 y 15).
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6 Discusion

Este cribado constituye el primero realizado en nuestro pais en el
ambito neonatal si bien cribados en otras poblaciones ya han sido
realizados en Espafia con anterioridad (42,198-200).

Los datos de prevalencia de la EF obtenidos en nuestro estudio
(1:7575 varones portadores de fenotipo clasico) son mayores de los
descritos inicialmente, en 1999 Meikle y colaboradores describieron
prevalencias 1:117000 (39), pero similares a los descritos en otros
programas de cribado neonatal realizados en distintas regiones en el
mundo (ver 1.2.1 Cribado Neonatal) describiendo prevalencias entre
1:7000 y 1:3000 segun incluyan s6lo pacientes portadores de variantes
causante de fenotipo clasico o GVUS respectivamente (201-203). Van
der Tol describié como el 90 % del total de variantes del gen GLA
encontradas en los estudios de cribado eran GVUS (161). Se estan
realizando estudios de seguimiento en los sujetos portadores de
variantes del gen GLA detectados en cribados neonatales para
determinar si dichos sujetos desarrollan sintomatologia compatible con
EF lo que es esencial para poder establecer un diagndstico definitivo
(41).

Las variantes mas frecuentemente encontradas en los estudios de
cribado realizados en Europa (161) son c.427G>A; p.(Alal43Thr),
p.R112H y ¢.937G>T; p.(Asp313Tyr) también presentes de forma
frecuente en la poblacién general [p.(Alal43Thr) = 0.09%, c.335G>A,;
p.R112H = 0.04% y p.(Asp313Tyr) = 0.3%] (96,161). En nuestro
estudio varios pacientes portadores de estas variantes han sido
descritos. Dada su frecuencia en la poblacion general antes descrita,
algunos autores recomiendan realizar biopsia para confirmar la
presencia de depdsitos antes de considerar a los pacientes portadores de
estas variantes como enfermos (96).

Multiples variantes en secuencias intronicas han sido descritas en
el estudio, en muchos casos constituyendo haplotipos complejos. En
varios estudios (163,204) se ha demostrado que estas variantes
producen defectos de transcripcion pero las consecuencias de dichas
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alteraciones aun no han sido claramente definidas y por tanto no se
puede clasificar a dichos individuos como afectos de EF.

El método escogido para la realizacion del cribado neonatal en este
estudio presenta datos de precision, VPP y tasa de falsos positivos
similares a los descritos en otros métodos de cribado de otras patologias
ya incluidas en los cribados neonatales sistematicos. En nuestro estudio
obtenemos VPP de 1.47% con una precision de 99.12 % (Cl 98.9-99.3)
y una tasa de FP de 0.88 %. Para la deteccion neonatal de fibrosis
quistica se utiliza la tripsina inmunoreactiva con VPP 4% y precision
del 99.2 %, del mismo modo, para la detecciébn neonatal del
hipotiroidismo congénito se determina el valor de TSH con VPP 18%
y precision del 99.8 %.

En relacion a la inclusién de la EF en los paneles de cribado
neonatal existe mucha controversia. Por un lado, el Comité Asesor
sobre Trastornos Hereditarios en Recién Nacidos y Nifios ha rechazado
la inclusién de la EF en los paneles de cribado neonatal, sin embargo,
en determinados lugares, por ejemplo, en Missouri o Illinois, la EF ya
forma parte dichos paneles de cribado gracias al apoyo de los padres y
al desarrollo de unos adecuados protocolos de seguimiento. También en
otros estados (Nuevo México o Nueva Jersey) se han desarrollado
programas pilotos (41). Actualmente la discusion sobre la inclusién de
la EF dentro de los programas de cribado neonatal se ha reabierto
debido al desarrollo de nuevas dianas terapéuticas de administracion
oral como las chaperonas (24). Puntos a favor para la inclusion de la EF
en los programas de cribado neonatal son tanto la prevalencia como la
existencia de adecuados métodos de diagnostico y el indiscutible efecto
beneficioso del inicio precoz del tratamiento (117). Sin embargo, la
existencia de un considerable nimero de sujetos portadores de GVUS
(161) dificulta la inclusién de la EF en dichos programas de cribado.
Con todo, dado los numerosos estudios que informan de prevalencias
cada vez mas elevadas (40,41), el gran beneficio de la inclusion en
programas de tratamiento a los sujetos con EF en fases precoces (117)
y el desarrollo de nuevas perspectivas terapéuticas (terapia génica,
terapias reduccion de sustratos...) (23,27) hacen que la EF deba ser
candidata a su inclusion en los paneles de cribado neonatal.
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Debido el elevado nimero de sujetos portadores de GVUS
detectados en nuestro programa de cribado y en otros (161), es
necesario poder realizar una mejor caracterizacion de dichas variantes
para clasificar a dichos individuos de forma precisa e incluirlos
correctamente en protocolos de seguimiento y tratamiento. Esto
también facilitaria la inclusion de la EF en los programas de cribado
sistematicos.

En nuestro estudio detectamos 35 sujetos portadores de GVUS. Se
seleccionaron los pacientes portadores de GVUS pertenecientes a
nuestra area de salud Pontevedra Sur (en total 12 pacientes) para
continuar el estudio y se realizé un seguimiento clinico, asi como una
serie de determinaciones bioquimicas y analisis moleculares para
intentar realizar una mayor aproximacion diagnostica e implicacion de
dichas variantes del gen GLA en el desarrollo de EF. Solamente se
continuo el estudio en los pacientes de esta area de salud ya que es en
esta area donde se disponen de competencias para realizarlo. Seria
importante ampliar el estudio en el resto de pacientes portadores de
GVUS detectados en el programa de cribado.

En los 12 sujetos estudiados se realiz6 de nuevo estudio genético
objetivando un mayor numero de variantes del gen GLA que las
descritas inicialmente (196) debido a la utilizacion de primers diferentes
que incluyen fragmentos mayores de las regiones intronicas.

De los 12 sujetos estudiados, 3 sujetos son portadores de
polimorfismos del gen GLA, otro es portador de un polimorfismo del
gen GLA asociado a otra serie de variantes en secuencias intronicas y el
resto de los sujetos (8) presenta una haplotipo que combina varias
sustituciones de nucledtidos en secuencias intrénicas (ver Tabla 23 y
Tabla 24).

Debido a la variedad de nomenclaturas que existen en la literatura
en la Tabla 25 se detallan las equivalencias en diversas nomenclaturas
de las GVUS detectadas en nuestra area sanitaria.
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Tabla 23. Haplotipos presentes en el estudio

N° Total Pacientes Haplotipo

(N° Caso)
2(2y38) .427G>A; p.(Ala143Thr)
1(10) €.937G>T; p.(Asp313Tyr)
1(1) c. -10C>T, c.370-81_370-77del, c.640-16A>G, p.(Asp313Tyr), c.1000-22C>T
5 (3,4,5,7y 12) c. -10C>T, c.370-81_370-77del, c.640-16A>G, c.1000-22C>T
1(6) c. -12G>A, c. -10C>T , ¢.370-81_370-77del, c.640-16A>G, c.1000-22C>T
1(9) c. -10C>T, c.370-81_370-77del, c.1000-22C>T
1.(11) €.370-81_370-77del , c.640-16A>G, c.1000-22C>T
Tabla 24. Resumen Variantes gen GLA presentes en el estudio

N° Pacientes Variante Gen GLA

9 €.370-81_370-77del

9 ¢.1000-22C>T

8 c. -10C>T

8 c.640-16A>G

2 p.(Ala143Thr)

2 p.(Asp313Tyr)

1 c. -12G>A

Tabla 25. Equivalencias Nomenclatura Variantes Gen GLA

Region en  DNA gendémico DNA codificante (transcrito) Proteina ID dbSNP
GLA LRG_642 LRG_642t1 LRG_642p1
Promotor g.5049G>A c. -12G>A — rs3027585
Promotor g.5051C>T c. -10C>T — rs2071225
Intrén 2 g.11074_11078del €.370-81_370-77del — rs5903184
Exon 3 g.11212G>A c.427G>A p.(Ala143Thr)  rs104894845
Intrén 4 g.14002A>T €.640-16A>G — rs2071397
Exon 6 g.14532G>T c.937G>T p.(Asp313Tyr)  rs28935490
Intrén 6 g.14843C>T ¢.1000-22C>T - rs2071228

Los sujetos 2 y 8 de nuestro estudio son portadores de la variante
p.(Alal43Thr). En uno de los primeros cribados neonatales realizados
en Italia en 2006 (201), se describio la variante p.(Alal43Thr) como
una variante de inicio tardio relacionada con patologia renal. También
se ha identificado en sujetos con hipertrofia ventricular izquierda (42)
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y Blaydon y colaboradores en 2001 describieron un sujeto portador de
esta variante que presenta un fenotipo clasico (186). En 2013 Rolfs y
colaboradores describen a esta variante como ligado a infartos
cerebrales en la EF (205). Sin embargo, Terryn (206) realizé un estudio
exhaustivo en 12 sujetos portadores de esta variante concluyendo que
la asociacion de las manifestaciones clinicas que dichos sujetos
presentaban estaban sometidas al sesgo de seleccion ya que provenian
de programas de cribado y la falta de depdsitos de Gb3 en biopsia
cardiaca y renal en varios de los sujetos cuestionaba su papel etiol4gico.
También Lenders y colaboradores (207) concluyen en un estudio
realizado en 2016 tras analizar 25 sujetos portadores de la variante
p.(Alal43Thr) que dicha variante no debe ser considerada como
patogénica ya que a pesar de que se han descrito pacientes con ACV
portadores de esta variante y con actividad enzimatica reducida la
mayoria de los varones portadores de esta mutacion presentan
actividades enzimaticas cercanas al 50 % y niveles normales de
LysoGb3. Ademéas, debido a que se ha estimado una frecuencia
poblacional de la variante de 0.078% se deberian haber identificado mas
casos de pacientes con EF portadores de esta variante. Consideran que
los pacientes con ACV portadores de esta mutacion debe ser estudiados
en profundidad para descartar otras causas que expliquen dicha
sintomatologia y que no deben ser subsidiarios de recibir TES. Van der
Tol (161) considera esta variante como GVUS en base a los estudios
gue no objetivan depositos de Gb3 en muestras de biopsias cardiacas o
renales y a la falta de sintomas caracteristicos de EF en los sujetos
portadores de dicha variante. En un estudio reciente se sefiala la
posibilidad de que esta variante sea potencialmente causante de EF pero
debido a su relativamente alta actividad residual deben existir otros
modificadores genéticos que regulen su patogenidad por lo que los
sujetos portadores de esta variante deben ser evaluados de forma
individual de cara a la indicacion de tratamiento (208). Arends y
colaboradores (209) describieron a 3 pacientes de una misma familia
portadores de esta variante que presentaban fenotipo clasico de EF,
disminucion de actividad enzimatica y aumento de LysoGb3 y apuntan
la posibilidad de que o dichos pacientes presentasen otra variante en
gen GLA y/o existiesen otros modificadores genéticos que pueden
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producir este fenotipo clésico. Existe también la teoria sobre la relacion
de p.(Alal43Thr)con la variante de la region promotora ¢.-10C>T (210)
mediante la cual se considera a dicha variante de la region promotora
como modificadora de la presentacion clinica de sujetos portadores de
p.(Alal43Thr).

En nuestro estudio no se han descrito manifestaciones clinicas
sugestivas de la EF ligadas a esta variante ni en los familiares
portadores. Hay que destacar que los dos pacientes portadores de dicha
variante presentan ya niveles elevados de LysoGb3 (6,4 y 5 ng/mL) en
contraposicion a lo objetivado en otros estudios (161,206,207).
También se objetivan niveles reducidos de transcritos y, ademas,
comparando con los sujetos casos y también con los otros sujetos
portadores de GVUS objetivamos un aumento de la cantidad de
proteina en probable relacion a proteina no funcionante. También
hemos encontrado en estos sujetos la pérdida de un sitio de metilacion,
ya que la mutacion implica la sustitucion de una citosina que forma
parte de un dinucleotido CpG y que normalmente se encuentra metilada.
Por tanto, debido a que los dos pacientes de nuestro estudio portadores
de la variante p.(Alal43Thr) (caso 2 y 8) presentan ademas de una baja
actividad enzimatica, unos niveles elevados de LysoGb3 asociados a
una disminucion en la transcripcion de GLA, hace necesario, a pesar de
no presentar en el momento actual ninguna manifestacion clinica
sugestiva de EF el mantener un seguimiento exhaustivo para vigilar la
aparicion de sintomatologia compatible e iniciar, de ser el caso, terapia
enzimatica sustitutoria.

Dos de nuestros sujetos (Caso 1, combinado con otras variantes en
secuencias intronicas y caso 10) son portadores de la variante
p.(Asp313Tyr) del gen GLA, descrita por primera vez en 1993 y
cuestionada ampliamente su patogenidad desde entonces. Se relaciond
inicialmente con la produccién de un fenotipo clasico (178), sin
embargo existen varios estudios que la relacionan con patologia en el
Sistema Nervioso como se detalla a continuacion. Blaydon y
colaboradores (186) describieron un mujer con acroparestesias
portadora de dicha variante, Lenders y colaboradores (211) la
consideran productora de lesiones en la sustancia blanca tras objetivar
estas alteraciones en 7 miembros de una misma familia portadores de
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esta variante y la ausencia de dichas lesiones en otros dos miembros de
la misma familia que no presentan dicha variante genética. Refieren su
relacion en el dafio neural y recomiendan valorar en profundidad estos
sujetos. Becker corrobord dicha sospecha (212). Pero también existen
autores que ponen en duda su patogenidad (213,214). Niemann et al en
2013, demostraron en dos pacientes portadores de esta variante que a
pesar de tener actividades enzimaéticas bajas, no presentaban ninguna
manifestacion clinica sugestiva de EF y mantenian niveles normales de
LysoGb3 (215). Dicha observacion fue corroborada por el mismo grupo
un afio después detectando en varios pacientes portadores de la variante
p.(Asp313Tyr) también niveles normales LysoGb3 (110) . En un
estudio de seguimiento a lo largo de 4 afios realizado en 6 pacientes
portadores de esta mutacién con niveles enzimaticos y de LysoGb3
normales se objetivo que ninguno de ellos desarrollé manifestaciones
clinicas desde el punto de vista renal o cardiaco, tan solo una mujer
presento AIT y en otro paciente se objetivaron lesiones en sustancia
blanca (216). Algunos autores la consideran una Pseudodeficiencia
(217) dado que la proteinasi llega a ser transportada dentro del lisosoma
y presenta un 75 % de la actividad enzimatica, objetivando disminucion
de la actividad e inestabilidad en pH neutro (213). Otros autores se
refieren a ella como un polimorfismo ya que su frecuencia es mayor de
1 % en la poblacion general (214,218). Recientemente en 2018 du
Moulin y Muschol argumentan que el hallazgo de aumento de LysoGb3
y la mejoria clinica en las acroparestesias de un nifio de 11 afios
portador de dicha variante tras inicio de TES contradicen la
clasificacion de la variante p.(Asp313Tyr) del gen GLA como
polimorfismo inocuo (219).

Los estudios realizados en los dos sujetos portadores de la variante
p.(Asp313Tyr) de nuestra serie apoyan la consideracion de dicha
variante como una pseudodeficiencia ya que amén de la baja actividad
enzimética detectada, no se ha detectado alteraciones a nivel
transcripcional, ni en relacion al patron de metilacion, ni alteracion a
nivel de cantidad de proteina y tampoco existe acimulo de LysoGh3 en
ninguno de los dos pacientes (Valores LysoGb3 2,9y 3,4 ng/mL).

El resto de sujetos estudiados que presentan GVUS son portadores
de haplotipos complejos de variantes intronicas. El hallazgo de dichos
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haplotipos complejos de variantes intronicas en sujetos con sospecha de
EF es frecuente. En el estudio de cribado realizado por Bono y
colaboradores (220) en 740 sujetos con sintomatologia compatible con
EF detectaron que el 99 % de ellos presentaba varias variantes
formando haplotipos complejos. En nuestro estudio, todos los pacientes
que presentan variantes en secuencias intronicas son portadores de
varias variantes agrupadas en haplotipos intronicos complejos (ver
Tabla 23). De entre todos ellos, el haplotipo intronico mas frecuente lo
constituye c¢.-10C>T, ¢.370-81 370-77del, c.640-16A>G, ¢.1000-
22C>T ya que lo encontramos en 5 sujetos y asociado a otra variante en
otros dos sujetos. Dicho haplotipo intrénico ha sido detectado en el
8,9% del total de los sujetos estudiados en el estudio de cribado
anteriormente mencionado realizado por Bono y colaboradores (220).
Pisani y colaboradores (167) describieron una mujer con fenotipo
clasico de EF portadora de este haplotipo intrénico (c.-10C>T, ¢.370-
81_370-77del, c.640-16A>G, ¢.1000-22C>T) sin presentar alteracion
en las secuencias codificantes del gen GLA. Tuttolomondo y sus
colaboradores (221) describieron también en una familia portadora del
mismo haplotipo intrénico (c.-10C>T, ¢.370-81_370-77del, c.640-
16A>G, ¢.1000-22C>T) diferentes fenotipos de la EF, desde afectacion
neuroldgica exclusiva hasta clinica paucisintomatica, o afectacion
precoz de inicio en la infancia. Ninguno de nuestros sujetos portadores
del haplotipos intrénicos complejos presenta sintomatologia compatible
con EF en el momento actual (es de destacar el abuelo paterno del sujeto
namero 3 ha fallecido por MCPH, en este sujeto desconocemos la rama
familiar de la cual ha heredado esta variante) ni tampoco hemos
demostrado aumento significativo de LysoGb3 La disminucion de
trascrito de GLA por otra parte parece ser significativa en la cohorte
analizada, pero haria falta estudiar grupos de casos mas amplios para
obtener valores de p méas bajos y generalizar las conclusiones. También
Apelland y sus colaboradores (222) describieron a una familia
portadora de ¢.640-16A>G y ¢.1000-22C>T que presentaba hipertrofia
ventricular izquierda con depdsitos Gb3 en cardiomiocitos pero sin
detectar aumento de glucolipidos en sangre y orina ni reduccion de la
actividad enzimatica de la o-galactosidasa. Por el contrario, en el
estudio de cribado de EF en poblacién con neuropatia de fibra pequefia
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de etiologia incierta realizado por Tanislav y colaboradores (159)
encontraron, de entre 24 pacientes a estudio cuatro sujetos de sexo
femenino con el haplotipo intrdnico combinado recurrente (c.-10C>T,
€.640-16A>G, ¢.1000-22C>T) que presentaban elevacion significativa
de biomarcadores de EF (LysoGb3 en sangre y/o Gb3 en orina) sin que
presentasen en el momento del estudio ninguna otra manifestacion de
la EF. Gervas y colaboradores (204) describieron una familia con
sintomatologia compatible con EF portadora de un haplotipo intronico
complejo similar al mas frecuente hallado en nuestros pacientes (c.-
10C>T,  ¢.370-81_370-77del, c.640-16A>G, ¢.1000-22C>T,
€.369+990C>A) ya que incluia otra variante mas (c.369+990C>A) y
demostraron que presentaban una alteracion en la expresion del GLA
con disminucion de trascritos y acimulo de glicolipidos.

En nuestro estudio, si que hemos detectado una disminucion de
transcritos en varios sujetos de ambos sexos, portadores de haplotipos
complejos de variantes de secuencia intronica como ya se habia
objetivado en otros estudios previamente (163,204). En este estudio
realizado por Viéitez y colaboradores (198) se han descrito alteraciones
en la transcripcion en 2 sujetos portadores de haplotipos complejos de
variantes intronicas similar al mas frecuentemente hallado en nuestra
serie (¢.-10C>T, ¢.370-81_370-77del, c.640-16A>G, c.1000-22C>T).
Zeevi y colaboradores (163) encontraron alteracion en la expresion del
RNA en los varones portadores de variantes intrénicas respecto a
controles sanos varones, pero no asi en mujeres portadoras de variantes
intronicas comparadas controles sanos femeninos. Asi mismo
detectaron mayor afectacion en la expresion de RNA en los sujetos
portadores del haplotipo c.-10C>T, ¢.370-81_370-77del, c.640-
16A>G, ¢.1000-22C>T comparado con un haplotipo similar pero que
no incluye la variante ¢.370-81 370-77del hipotetizando sobre la
importancia de dicha variante o si el hecho de ser portadores de un
mayor nimero de variantes implicaria un mayor efecto epigenético
sobre la expresion génica y con ello una mayor probabilidad de
desarrollar sintomatologia. En este mismo articulo describen una mujer
de 39 afios con ACV portadora de 2 variantes en secuencias intronicas
(640-16A>G y ¢.1000-22C>T) por lo que la posibilidad del efecto
sumatorio de varias variantes queda en entredicho ya que existen otras
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mujeres portadoras de 4 variantes en secuencias intronicas mucho
menos sintomaticas.

En nuestro estudio la transcripcion del gen GLA parece estar
disminuida en varios de los sujetos estudiados portadores de variantes
intronicas, aunque esto no parece tener relacion con el nimero de
variantes presentes y analizando los resultados en conjunto esta
disminucion parece ser significativa solo en el caso de las mujeres
(p=0.02). Llaman la atencion los sujetos 6 y 7 de los casos, ambas
mujeres, que presentan respectivamente haplotipos de 4 y 3 variantes
intrénicas, valores de Lyso-Gb3 en el limite de lo normal y reduccién
de trascritos, especialmente evidente para el sujeto 7. A nivel clinico
este Ultimo paciente no presenta sintomas evidentes, aungque su padre
ha desarrollado arritmia cardiaca a la edad de 40 afios, mientras que el
sujeto 6 solo ha presentado crisis febriles tipicas a los 12 y 30 meses.
Por otro lado, la presencia de la variante ¢.370-81_370-77del no parece
estar en relacion con la disminucién en los trascritos ya que dicha
variante esta incluida en todos los haplotipos de los sujetos portadores
de variantes en secuencias intrénicas estudiados y no todos presentan
disminucion de trascritos.

La variante ¢.370-81_370-77del esta presente en el 10% de la
poblacion (163) al igual que la variante c.640-16A>G. Prevalencias
mayores se han sido descritas en relacion a la variante ¢.1000-22C>T,
entre 30-25% segln los estudios (163,187). En nuestra serie todos los
sujetos portadores de variantes en secuencias intronicas presentan las
variantes ¢.370-81_370-77del y c.1000-22C>T. Se ha sugerido que las
variantes ¢.370-81_370-77del y c¢.640-16A>G puedan producir
cambios en el splicing del GLA con la consecuente alteracion en el
patron de splicing habitual (204). Gal (223) y Shabber (187) consideran
a las variantes 640-16A>G y ¢.1000-22C>T como polimorfismos sin
considerar asociacion con el desarrollo de EF. Sin embargo, Zeevi (163)
si que describe a un mujer de 39 afios con EF que presenta ACV
portadora de dichas variantes.

Las variantes localizadas en la region promotora son unas de las
mas frecuentes descritas. Ferreira y colaboradores (224) sugieren que
tanto la variante g.5051C>T/c.-10C>T como las variantes g.1150G>A/-
30G>A, g.5049G>A/c.-12G>A todas ellas localizadas en la region
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5UTR (5'-untranslated region) producen alteraciones en la
transcripcion en los estudios realizados in vitro, hipotetizando sobre su
papel modulador en la expresion del gen GLA. Oliveiray colaboradores
(188) afirman que la variante c.-10C>T disminuye la actividad
enzimatica de o-GalA, la variante c.-12G>A no modifica dicha
actividad enzimatica mientras que la variante -30G>A potencia la
actividad enzimatica plasmatica. La variante ¢.-10C>T al producir la
sustitucion C>T provoca una disminucion de la capacidad de union de
la proteina (204).

En el estudio de cribado realizado por Bono y colaboradores (220)
en 740 sujetos con sintomatologia compatible con EF detectaron que el
12 % presentaba variantes en la region promotora del gen GLA. 8 de
nuestros sujetos (66%), son portadores de la variante ¢.-10C>T y sélo
uno es portador de la variante ¢.-12G>A (ver Tabla 23). Se ha descrito
la presencia de la variante c.-10C>T en el 7% de la poblacion caucasica
(225) y otros autores describen similares prevalencias poblacion sana
sin especificar la etnia (163). En 2017 Trachoo y colaboradores (145)
objetivaron la alta prevalencia de dicha variante en la poblacion
Tailandesa encontrada hasta en el 10 % de una muestra de 202 pacientes
sanos con actividades a-galactosidasa normal.

La variante c.-10C>T del gen GLA se cosegrega con elevada
frecuencia con otras variantes intronicas. En una reciente revision
realizada por Oder y Cols (173) publicada en 2018 sobre sujetos
portadores de la variante c.-10C>T detectaron la frecuente
cosegregacion con otras variantes intrénicas, de los 13 pacientes
descritos en ese estudio, 10 presentaban el haplotipo intrénico
combinado c¢.-10C>T, ¢.640-16>G, ¢.1000-22C>T, y solo en un
paciente se encontraba la variante ¢.-10C>T no cosegregada con otras
variantes. En nuestra serie de pacientes no encontramos ningln paciente
con dicha variante de forma aislada.

Ninguno de los sujetos de nuestro estudio portador de esta variante
presenta sintomatologia clinica compatible con EF ni acimulo de
LysoGb3. En un estudio observacional realizado en 2014 (166) se han
descrito incidencias estimadas de 1:11500 portadores sintomaticos de
la variante c.-10C>T entre todos los portadores de dicha variante. La
afectacion clinica descrita provocada por esta variante esta en relacion
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a clinica neuroldgica (ACV, AIT, lesiones sustancia blanca, dolor
neuropatico...) si bien se postula que pueda ser necesario algun otro
factor neuroldgico para producir dichas manifestaciones clinicas (166).
Oder y Cols (173) describieron que los sujetos heterocigotos (mujeres)
portadores de esta variante no presentaban manifestaciones clinicas
compatibles con EF pero aquellos sujetos homocigotos (varones) si que
presentaban sintomas compatibles con EF variante tardia por lo que
postulan el posible papel de determinadas variantes en secuencias
intronicas gen GLA como modificadores genéticos en pacientes
homocigotos. Esto podria explicar también la variabilidad clinica
intrafamiliar. Sin embargo Trachoo y colaboradores (145) proponen
que la variante c.-10C>T es benigna y no susceptible de producir
nefropatia.

Oliveira y colaboradores (189) también sefialaron la posibilidad de
que la variante c.-10C>T estuviese involucrada en la represion o
atenuacion de la transcripcion. Schelleckes y colaboradores (166)
demostraron la relacion entre la variante intronica c.-10C>T y la
reduccién en la expresion de RNA de hasta un 30 % comparado con
sujetos sanos excluyendo la participacion en dicha reduccion de las
otras variantes intronicas frecuentemente cosegregadas (c.640-16A>G
y €.1000-22C>T). También objetivaron que dicha reduccion es dosis
dependiente, y en aquellos pacientes homocigotos la reduccion es
significativamente mayor comparando con pacientes heterocigotos. En
nuestro estudio hemos encontrado disminucién en la trascripcion en
varios sujetos portadores de la variante g ¢.-10C>T pero también hemos
detectado dicha disminucion en la transcripcion en el sujeto 11 que no
es portador de la variante c.-10C>T y en el que s6lo se han detectado
las variantes ¢.640-16A>G y ¢.370-81_370-77del y ¢.1000-22C>T
poniendo de manifiesto las posible relacion en la disminucion de la
trascripcion con otras variantes intronicas. Este sujeto presenta unos
valores de Lyso-Gb3 de 3,7 ng/mL y tiene antecedentes familiares en
ambas ramas familiares de patologia cardiaca.

Gervas y colaboradores (204) hipotetizan sobre el papel de la
variante ¢.-10C>T como modificador epigenético en el control de la
expresion génica debido a su situacion en una isla CpG en la que la
metilacion juega un papel a la hora de inhibir la transcripcion. También
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Zeevi y colaboradores (163) relacionaron la patogenicidad de
determinados haplotipos complejos con alteraciones en la metilacion
de las islas CpG. En nuestros pacientes no se han encontrado diferencias
en la metilacion entre el grupo portador de variantes GLA en la region
promotora y el grupo control, sélo se ha encontrado la diferencia entre
sexos. relacionables con la lionizacion del cromosoma X. De todas
formas, el nimero de clones que analizamos es bajo para excluir del
todo la presencia de alteraciones en el entorno del promotor. Sin
embargo, si se ha demostrado una alteracion en la metilacién de un
dinucledtido CpG en los sujetos portadores de la variante
p.(Alal43Thr), que conlleva la pérdida de un sitio de metilacion en
estos pacientes, aun no habiéndose evidenciado otras alteraciones en el
patron de metilacion del entorno del sitio afectado por la mutacion. Esta
variacion puede estar asociada a la alteracion de la expresion del gen
GLA.

La recomendacién realizada sobre el inicio de TES en los pacientes
homocigotos portadores de variantes intrénicas en el gen GLA es
cautelosa y siempre de forma individualizada (173). Schelleckes y
colaboradores (166) recomiendan iniciar TES en aquellos pacientes
portadores de la variante c.-10C>T con afectacion neuropatica en los
que el tratamiento farmacoldgico para dicho dolor neuropatico no haya
sido eficaz asi como valorar el inicio de TES en pacientes con lesiones
en la sustancia blanca en las que se objetive progresion.

En nuestro estudio podemos afirmar que determinadas GVUS del
gen GLA analizadas presentan una disminucion de trascritos
comparando con pacientes sanos, lo que podria explicar la baja
actividad enzimatica encontrada en todos los sujetos sin que se haya
demostrado una disminucién en la cantidad de proteina, aunque si
acumulo de LysoGhb3 en algunos de ellos. No existen diferencias en la
metilacion del promotor de GLA entre sujetos casos y controles.
Clinicamente ninguno de nuestros pacientes presenta sintomatologia
sugestiva de EF ni tampoco los familiares estudiados. Sin embargo, se
debe realizar un adecuado seguimiento clinico de algunos de estos
pacientes con el fin de excluir de manera precisa en edades posteriores
la presencia de alteraciones clinicas compatibles con EF con el fin de
revalorar e iniciar, de ser el caso, terapia enzimatica sustitutoria
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(concretamente los sujetos 2 y 8 ambos portadores de la variante
p.(Alal43Thr) ya que ambos pacientes presentan aumento de LysoGb3,
reduccion de transcritos y alteracion en el patron de metilacion, y los
sujetos 7 y 11 portadores de haplotipos complejos de variantes
intronicas que presentan valores de LsyoGb3 en los limites altos de la
normalidad y reduccion de transcritos). En la Figura 24 se describe la
secuencia diagndstica en un programa de cribado de EF en relacién a
los hallazgos de GVUS en sujetos clinicamente asintomaticos. De inicio
se propone la utilizacion de la medicion de la actividad enzimética en
los varones y en aquellos con actividades < 2 pmol/Lh realizar la
secuenciacion del gen GLA. En las mujeres se recomienda iniciar el
cribado mediante la secuenciacion del gen GLA para evitar posibles
falsos negativos. En aquellos sujetos en los que se objetiven variantes
de significado incierto se debe continuar el estudio realizando analisis
de transcritos y medicién de LysoGb3. Si encontramos datos sugestivos
de EF (aumento de LysoGb3 y disminucién de RNA) se realizard una
secuenciacion completa de GLA y si no se objetiva ninguna otra
variante patogénica se realizara un seguimiento clinico estrecho asi
como determinaciones seriadas de LysoGb3 con objeto de vigilar la
aparicion de sintomatologia clinica sugestiva de EF y acimulo de
LysoGb3, lo cual aumentaria la sospecha de EF y promoveria la
realizacion de un estudio anatomopatolégico (analisis ultraestructural e
inmunohistoquimico). En este caso, para analizar el acimulo de Gb3 se
podria llevar a cabo una biopsia de piel debido a la posibilidad de
estudio de multiples tejidos (fibroblastos, sistema nervioso, musculo
liso y/o glandulas ecrinas) unido a que constituye un procedimiento
menos invasivo comparado con la toma de otro tipo de muestras
(renales/cardiacas). Se puede valorar la realizacion del estudio
anatomopatolégico a nivel renal o cardiaco en funcion de las
manifestaciones clinicas observadas en el sujeto a estudio o si se obtiene
un resultado dudoso mediante el analisis de la muestra cutanea. En el
caso de no detectar depoésitos de Gb3 a nivel tisular se considerara a
dicha variante como probablemente benigna. Si por el contrario se
detectan depdsitos de Gb3 en la muestra tisular estudiada se podra
considerar a dicha variante como muy probablemente patogénica e
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incluir a dicho sujetos en protocolos especificos de sequimiento de EF
e iniciar terapia enzimatica sustitutiva.
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7 Conclusiones

La prevalencia del fenotipo clasico de EF en varones en Galicia
es de 0.013%.

Estos datos junto con la viabilidad y la eficacia del método
propuesto (Precision 99.12 % y VPP 1.47%) postulan a la EF
como candidata para formar parte de los programas de cribado
neonatal sistematicos.

Las GVUS en GLA no estan generalmente asociadas con el
fenotipo de la EF, aunque en casos puntuales se detectan
alteraciones en la expresion del gen (Disminucion en la
transcripcion).

El seguimiento clinico de los sujetos con GVUS es importante
para discriminar entre individuos con variantes benignas e
individuos con predisposicion a expresar un fenotipo clinico
por efecto de modificadores genéticos todavia desconocidos.
Se ha realizado un arbol de decisién en la secuencia diagnostica
de un paciente asintomatico portador de GVUS.
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8 Lineas Futuras

Desarrollo de biomarcadores especificos, fiables y de facil
determinacion.

Aproximacion fenotipo-genotipo.

Papel de la terapia inmunomoduladora (como mecanismo
etiopatogénico y en relacion al desarrollo de anticuerpos asociados al
uso de TES).

Utilizacion de tratamientos combinados (TES + Chaperonas +
Terapia de reduccion de sustratos).

Desarrollo de la terapia génica como tratamiento definitivo.
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Anexos

Se muestra en este capitulo de anexos los siguientes documentos
empleados en la realizacion de esta tesis doctoral:

e Modelo de consentimiento informado Estudio Descriptivo

e Hoja de recogida de datos Estudio Caso-Control

e Modelo de consentimiento informado Estudio Caso-
Control

e Aprobacion del Comité de Etica Estudio Cribado Neonatal

e Aprobacion del Comité de Etica Estudio Caso-Control

e Articulo: Newborn screening for Fabry disease in the north-
west of Spain

e Autorizaciones de empleo de imagenes externas
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MODELO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO ESTUDIO DESCRIPTIVO

ESTUDIO: “Estudio piloto para la validacion del diagndstico precoz de la enfermedad de Fabry™
Investigadores Principales: Dr. Cristdbal Coldn Mejeras, Dr. José D. Moure Gonzalez
Intreduccion

Le invitamas a participar en un proyecto que pretende diagnosticar a pacientes con enfermedad de Fabry antes de
gue aparezcan los sintomas. La enfermedad de Fabrv es un trastomo metabolico hereditario, de evolucion cronica y
progresiva caracterizada la alteracion de la degradacion de moléculas complejas, por bo cual se acumulan estas
sustancias. La mayoria de los pacientes son dinicamente nomales al nacimiento pero pueden desamollar sintomas
tan precozmente como en la infancia. A pesar de gque no hay un tratamiento curativo, existe disponiblidad de cierto
nimero de opciones terapéuticas para mejorar la calidad de vida, come es el tratamiento con un sustitutive
enzimatico. Fara conseguir este estd surgiendo la posibilidad de identificar a los pacientes afectos tan pronto como

en el momento del eribado neonatal, antes de que empiecen las manifestaciones dinicas graves e imeversibles.
Objetiva
Validar una prueba de laboratorio para intentar realizar el diagnéstico precoz de posibles casos de enfermedad de

Fabry empleando el sobrante de la misma muestra de sangre que se emplea para el cribado necnatal.
Metodologia empleada

Seleccionar al azar un numero aproximade de 100 famiias a partir de la enviada por los padres para el Programa de
Deteccion Precoz de Enfermedades Metabdlicas y, fuera del programa de cribado necnatal, identificar a posibles
personas afectas de |3 enfermedad. En su caso nos proponemes hacer una entrevista personal sobre los
antecedentes familiares de patologia y sintomatologia relacionada con esta enfermedad para establecer unos
estandares para la deteccion de esta patologia.

Beneficios esperados, riesgos y posibles acontecimientos adversos

Estos analisis son de cribade, por elly debe tenerse en cuenta que existe la posibfidad de obtener un resultado falso
negativo o positivo al igual que en el resto de prusbas de deteccion precoz neonatal Bevadas a cabo. Falso positive
seria identificar come pesible afecte a aquel que no lo es, y falso negative seria no identificar como afecto al que si
tiene la enfermedad.

No necesitaremos obtener una nueva muestra de sangre del nifio/a, ya que se utiizaria el sobrante de la misma
mussira que se emplea para el cribado neonatal.

En caso de confimarse el defecto enzimatico, el nifio se beneficiara de un diagnéstico precoz. lo que conBevara a su
inchusion en ka atencidn por parte de los médicos de la Unidad de Diagnéstico y Seguimiento de Metabolopatias del
Servicio de Meonatologia del C. H. Universitario de Santiage quienes les asesoraran sobre las adecuadas medidas
de tratamiento y consejo genético. Aln asi &l nifio afecto podria no obtener beneficio alguno, a pesar de haber
participado en el presente estudio.

Los investigadores Dr. Moure y Dr. Coldn estaran siemgpre a disposicion de las familias que deseen incluirse en el
estudio para responder a todas sus dudas concemientes a su participacion. Ademas informaran sobre cualquier

hecho adicional que surja durants la realizacion del estudio que sea de interés para los pacientes y sus familias.
Compromiso de confidencialidad

Se garantizara el anonimato v se seguiran los procedimientos contemplados en la Ley Organica 15/1803 de 13 de

diciembre de proteccion de datos de caracter personal.
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MODELO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO ESTUDIO DESCRIPTIVO

ESTUDIO: “Estudio pilote para la validacion del diagnostico precoz de la enfermedad de Fabry™

1 T U
[T, T O . 1~ 1 1t - OSSOSO
He leido la hoja de informacien que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacian sobre el mismo.

He habladocon .

e, InteTioCUtor en el estudio

a quien puedo localizar en el teléfono 381.950.100 (de 8:00 a 15:00 de lunes a viernes) .........

Comprende que la participacién es voluntaria.
Comprendo que puedo indicar la retirada del estudio:
* Cuando guisra
*  5in tener gque dar explicacicnes

*  5in que esto repercuta en los cuidados médicos

Prestando libremente la conformidad para la participacion en el estudio,

Firma del participante Firma del investigador
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ANEXOS

HoJA DE RECOGIDA DE DATOS ESTUDIO CASO - CONTROL

Tipo de sujeto: caso/control NUMERO DE IDENTIFICACION:

Variables sociodemogrificas
Fecha de Nacimiento: Sexo: masculino/femenino: Etnia:
Lugar de residencia habitual:

Anteced Per 1

-Datos del Embarazo
Tipo concepcion: Espontdnea/técnicas de fertilizacion
Evolucién/Incidencias:

-Datos del Parto

Tipo de Parto: Si cesérea especificar la causa:

APGAR:
-Datos del Periodo Neonatal

Ingreso si/no Especificar diagnéstico al alta:

Screening metabélico normal/alterado
-Patologia previa: si/no Tipo: Edad diagndstico: Tratamiento actual:
-Intervenciones Quirtrgicas: si/no Tipo: Edad:

- Desarrollo psicomotor: normal/alterado

Antecedentes familiares
*Paciente caso:
Padres/madre portador de la mutacion:

Edad:

M clinicas (ocular/ cutdnea/ renal/ cardfaca/ neurolégica/gastrointestinal /otras):
Nimero de hermanos:  Lugar que ocupa: Enfermedades
Abuelos portadores de la mutacion:

Edad:

M clinicas (ocular/ cutdnea/ renal/ cardiaca/ neurolégica/gastrointestinal/otras):
Enfermedades en otros miembros de la familia (especificar tipo y parentesco con el nifio):

*Paciente control:
Padres: Edad: Enfermedades:
Nimero de hermanos: Lugar que ocupa: Enfermedades:

Enfermedades en otros miembros de la familia (especificar tipo y parentesco con el nifio):

Exploracion Fisica

Antropometrfa: Peso Talla IMC Perimetro craneal
Fenotipo: Alteraciones cutaneas:
ACP:  Abdomen: Exploracién neurolégica:Aparato locomotor:

Otros datos relevantes:

ESTUDIOS REALIZADOS
Actividad enzimdtica a-GalA
Estudio genético de GLA
Cuantificacion mRNA
Cantidad de proteina

Version 03, Fecha 06/10/2015
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MODELO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO ESTuDIO CASO -
CONTROL

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO PARA LA PARTICIPACION EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION

TiTuLo: Implementacion de los métodos de diagndstico en la Enfermedad de Fabry
| TRUS——— (+ 1 () BV (+ 8 (madre), o Yo
(tutor legal) en calidad de representante/s legal/es de ........cummmmmmesmmnnnes

*= He leido la hoja de informacion al participante del estudio arriba mencionado que se me entrego,

he podido hablar CON ......cccmsmmmsssssmssssssmasssss y hacerle todas las preguntas sobre el estudio
necesarias para comprender sus condiciones y considero que he recibido suficiente informacion
sobre el estudio.

= Comprendo que mi participacion es voluntaria, y que puedo retirarme del estudio cuando quiera,
sin tener que dar explicaciones y sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

* Accedo a que se utilicen mis datos en las condiciones detalladas en la hoja de informacion al
participante.

* Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

* En caso de solo ser firmado por un progenitor, el firmante afirma que conoce la ausencia de

O 0do d

oposicion del otro progenitor.

Respeto a la conservacion y utilizacion futura de los datos y/o muestras detallada en la hoja de informacion al
participante,

D NO accedo a que mis datos y/o muestras sean conservados una vez terminado el presente estudio

Accedo a que los datos y/o muestras se conserven para usos posteriores en lineas de investigacion
relacionadas con la presente, y en las condiciones mencionadas.

En cuanto a los resultados de las pruebas realizadas,
D DESEO conocer los resultados de mis pruebas
D NO DESEO conocer los resultados de mis pruebas

El/la representante legal, El/la investigador/a,

Fdo.: (padre)
Fdo.: (madre) Fdo.:
Fdo.: (tutor legal)

Fecha: Fecha:
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ANEXOS

APROBACION DEL COMITE DE ETICA ESTUDIO CRIBADO NEONATAL

XUNTFI DE GALICIA E0R0 A0
;f; CONSELLERIA DE SANIDADE

SERVIZO
N\ ] GALEGO
de SAUDE

Secretana Xerol

Comité Etico de Investigacion clinica
Telf: 881 54 64 25 FAX: 881 54 1804
Email: ceic@sergas.es

DITAME DO COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA DE GALIZA

D. Xoan X. Casas Rodriguez , Secretario do Comité Etico de Investigacion Clinica de Galiza

CERTIFICA:
Que este Comiteé avaliou na sua reunion do dia 26/02/2009 o estudo:

Titulo: Estudio piloto para la validacion del diagnostico precoz de la enfermedad de Fabry
Promotor: Cristobal Colon Mejeras

Codigo do Promotor:

Codigo de Rexistro CEIC de Galicia: 2008/390

Que se cumpren os requisitos éticos aplicabeis a este tipo de estudos, estan xustificados os riscos e

molestias previsibeis para o suxeito e é adecuado o procedemento para obter o consentimento
informado.

E que este Comité acepta, de conformidade cos seus Procedementos Normalizados de Traballo, que o
devandito estudo sexa realizado nos seguintes centros:

\.777 ~ Centros o s Investigadores principais 7771[
| C.H. Universitario de Santiago Cristobal Colon Mejeras
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APROBACION DEL COMITE DE ETICA ESTUDIO CASO - CONTROL

Secretana Técn)

CONSELLERIA DE SANIDADE | 15703 s«mw'.o DE COWO‘STELA

XUNTA DE GALICIA | mmm-ﬁmtwwaw 3lic18
| slIcl ]

Secretaria Xeral Técnica J Tel 881 546425, ceicgDsergas es

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DE
PONTEVEDRA-VIGO-OURENSE

Maria Asuncion Verdejo Gonzalez, secretaria del Comité de Etica de la
Investigacion de Pontevedra-Vigo-Ourense

CERTIFICA: Que este Comité evaludé en su reunion del dia 22/09/2015 el
estudio:

Titulo: Implementacion de los métodos de diagnéstico en la
enfermedad de Fabry

Promotor: Servicio de Pediatria C.H. Universitario de Vigo e Instituto de
Investigacion Biomédica Vigo-Orense-Pontevedra

Tipo de estudio:Outros

Version: Version 02, Fecha 20/08/15 y Documentos de consentimiento
informado de la misma fecha

Cédigo de Registro: 2015/464

en consideracion las sigui cuestiones:
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Abstract Fabry disease is an X-linked lysosomal storage dis-
order caused by the impairment of x-galactosidase A. Enzyme
replacement therapy is available to treat patients, who often
experience delayed diagnosis. A newbom screening for Fabry
disease was performed to study the prevalence of the pathol-
ogy and to evaluate the possibility to implement the test in
systematic screenings. We collected 14,600 dried blood spot
samples (7575 males and 7025 females) and carried out a
diagnostic study by fluorometric measurement of -
galactosidase A enzymatic activity and GLA gene sequencing.
We detected one patient with a mutation in GLA associated
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with classical Fabry Disease (M290I), ten subjects carrying
genetic variants of uncertain diagnosis (S126G, R118C,
A143T), and a girl with the non-characterized variant F18Y,
which was not previously described. Additional 25 samples
presented nucleotide substitutions described as polymor-
phisms (D313Y, rs2071225, and 1s2071397). The estimated
prevalence for Fabry disease in north-western Spanish males
is 0f 0.013%.

Conclusion: These results confirm that the prevalence of
Fabry disease is underestimated and systematic screening is
feasible; however, further characterization of variants of un-
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certain clinical significance is necessary to establish protocols
of patients” management.

What is Known:

« Fabry disease is a rare disease of delayed diagnosis, whose prevalence
is underestimated. However, early diagnosis is important for better
efficiency of the current available treatment.

What is New:

 This newborn screening for Fabry disease performed on Spanish
population reveals a prevalence of genetic alterations in GLA of 0.1%
in males (0.013% with classic Fabry disease) and also characterizes
these modifications in order to discriminate between pathogenic
mutations and genetic variants of unknown significance.

Keywords Fabry disease - Newborn screening - Lysosomal
storage diseases - Genetic variants of unknown significance

Abbreviations

ACHDNC  Advisory Committee on Hereditable Disorders
in Newborns and Children

CF Cystic fibrosis

DBS Dried blood spots

FD Fabry disease

GVUS Genetic variants of unknown significance

LSDs Lysosomal storage disorders

MPS Mucopolysaccharidosis

NBS Newborn screening

PPV Positive predictive value

SNP Single nucleotide polymorphism

x-GalA «-Galactosidase A

Introduction

Lysosomal storage disorders (LSDs) are good candidates for
newborn screening (NBS) since there are diagnostic methods
and treatments available [1, 2]. Indeed, Pompe disease and
mucopolysaccharidosis I (MPS I) were included by the
Advisory Committee on Hereditable Disorders in Newborns
and Children (ACHDNC) in the recommended uniform
screening panels (RUSP). This board, which was created by
the US Department of Health and Human Services to harmo-
nize NBS panels and methodologies, also evaluated the suit-
ability of early detection for other LSDs, such as Krabbe dis-
ease or Fabry disease (FD, OMIM#301500) [3, 4].

In FD, NBS has questionable benefits since the onset of
the pathology occurs in adult age and available treatments
present important limitations (i.e., low half-life, bioavail-
ability, and compliance, as well as possible immunogenic-
ity). Furthermore, the benefits of treating it since early
childhood are still uncertain [5, 6].

@ Springer

An additional point of discussion is the frequent detec-
tion of variants in the GLA gene (NC_000023.1, mRNA
NM_000169.2) with unclear diagnostic interpretation (i.e.,
p.A143T, p.R118C, p.E66Q...), which complicates the
management of subjects identified in FD screenings.
These variants have been related to a late-onset phenotype,
and patients are occasionally treated with enzyme replace-
ment therapy [7, 8].

Due to these controversial issues, ACHDNC rejected to
include FD in RUSP in their first evaluation; however, local
laws supported by newborn screening advocates and parents
allowed the implementation of systematic screening for FD in
Illinois and Missouri, which was also facilitated by the devel-
opment of cost-sustainable protocols. Pilot studies have also
been performed in other states, such as New Jersey and New
Mexico, among others [9]. Currently, the discussion on in-
cluding FD in the RUSP is re-opened due to the development
of more compliant treatments, based on orally administering
pharmaceutical chaperones. Migalastat (Galafold® Amicus
therapeutics) is up to date the only pharmacological chaperon
for FD, which obtained the European Medicine Agency
(EMA) approval for commercialization [10].

The aim of'this study is to estimate the prevalence of FD in
the population of Galicia (north-west of Spain) and to evaluate
whether it is feasible to include this disease in the NBS pro-
gram implemented by the public healthcare system of our
region, which is currently detecting over 20 metabolic
diseases.

Materials and methods

Aim and design of the study A newborn screening for Fabry
disease was performed to study the real prevalence of the
pathology in our region and to evaluate the possibility to im-
plement the test in systematic screenings. We carried out a
diagnostic study based on enzymatic screening of -
galactosidase A.

Subjects The enzymatic screening was performed in asymp-
tomatic newborns by collecting dried blood spots (DBSs)
from 14,600 individuals (7575 males and 7025 females)
who represent 99% of all births in Galicia during the year
2008. Although enzymatic tests are not reliable in screening
females, we decided to perform the analysis also in females to
estimate if prevalence in males was significantly different
from the prevalence in the whole population. This would pro-
vide an indirect measure of the number of females that the
enzymatic test fails to detect.

Protocol Samples were gathered between day 3 and 5 after
birth. Clinical history of the subjects was consulted by autho-
rized physicians through the Galician Healthcare System
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Clinical History Database (IANUS) in order to collect symp-
toms related to the disease, birth weight, and gestational age.
The study was approved by the Healthcare Ethics Committee
of Santiago de Compostela University Hospital. Two indepen-
dent measurements were performed in samples which present
lower activity than the cutoff. Informed consent was asked to
patients with confirmed low levels of enzymatic activity be-
fore performing GLA sequencing. A genetic study was also
performed to the patient’s parents of this group upon consent.

Measurements Enzymatic activity of o-galactosidase A (o-
GalA) was measured following the fluorometric method de-
scribed by Chamoles [11]. Briefly, the assay was performed
on triplicates in buffer citrate-phosphate 0.15 M pH 4.2, using
4-methylumbeliferil-galactopiranoside substrate (2 mM,
Glycosinth, UK) in the presence of N-acetylgalactosamine
(70 mM, Sigma-Aldrich). «-GalA activity was expressed as
micromoles of substrate per hour and liter of blood (mol/Lh).

For genetic study, the seven exons of GLA were amplified
by PCR with specific primers and were sequenced by the
Sanger method, using the Chromas 2.4. software to detect
point mutations and small deletions or insertions in exons
and near intronic regions (25 bp).

Data analysis Correlation of enzymatic activity with birth
weight and gestational age was analyzed using the Pearson
correlation coefficients. The association between enzymatic
activity and gestational age (<35 vs. >35 weeks) or low birth
weight (<2500 g) was tested using x> test for contingency
tables. The cutoff value for enzymatic activity was determined
using the 0.5 percentile and was adjusted to take into account
correlating variables like sex, weight, and gestational age. To
establish the appropriate cutoff value, we quantify the a-GalA
activity in a total of 2168 healthy newborns. The average
activity was 5.1 umol/Lh (CI 95% 5.0-5.2) and the median
was 4.57 (95% CI 4.46 to 4.71). Prevalence, positive predic-
tive value (PPV), and method accuracy for the diagnostic pro-
tocol were calculated using the MedCalc 16.4.3 software
(Oostende University, Belgium); CI was indicated.

Results

To identify FD positive subjects, we determined a cutoff value
of 1.7 umol/Lh applying the 0.5 percentile to the cohort of
enzymatic activity data; however, this reference was raised at
2 pmol/Lh so that we could take into account correlating
variables and avoid false negatives.

Indeed, heterozygous girls have higher residual activity
compared to boys, and we calculated that x-GalA activity also
correlates with birth weight (» = —0.2468, p < 0.0001, 95%
CI =-0.3027 to —0.1892, F-ratio = 68.1874, p < 0.001) and
gestational age (»=—0.3026 p < 0.0001, 95% CI =—0.3581 to

—0.2450, F-ratio = 99.9011, p < 0.001). Pre-term babies
(<35 weeks gestation) and low birth weight newborns
(<2500 g) present higher enzyme levels than term infants
(9.1 versus 4.9, t=10.721, DF =991, p < 0.0001) and normal
weight children (7.0 versus 4.9, ¢t = 8.499, DF = 1051,
p<0.0001).

Following flourimetric tests, 14,494 samples presented oc-
GalA activity >2 umol/Lh, while enzymatic levels in 106
samples were lower than the cutoff (Fig. 1), as confirmed by
a second measurement. Among patients with enzymatic activ-
ity below >2 pmol/Lh, we obtained consent for GLA sequenc-
ing in 101 subjects (68 males and 33 females), while the re-
maining 5 (females) were excluded from the analysis.

Genetic variants in GLA were detected in 37 patients (20
males and 17 females) as summarized in Table 1.

The p.M290I (c.870G>A) identified in one male patient
was previously described as pathogenic and associated to clas-
sical FD. Methionine 290 is conserved in at least three -
galactosidase and one (3-galactosidase orthologues, and its
substitution is related to the misfolding of the protein [12].

The p.F18Y (c.53T>A) missense non-characterized variant
was identified in a heterozygous patient, who at the moment
does not have a definitive diagnosis of FD. This single nucle-
otide polymorphism (SNP) was not reported earlier in the
Human Mutation Database; [13] however, the database in-
cludes as pathogenic a FD-related mutation of phenylalanine
18 with serine. Like serine, tyrosine is more polar than phe-
nylalanine and may alter the hydrophobic interactions of the
molecule. A clinical follow-up of the girl, who inherited the
mutation from the mother, revealed that she presented derma-
tological lesions of unidentified cause. She also suffered tran-
sitory respiratory impairment and underwent transfontanellar
ultrasound, since she presented macrocephalic features, al-
though the exam failed to detect any kind of alteration. At
the age of 4, she was also explored in cardiology because
extrasystoles were detected. The mother of the index case
refused to further collaborate to the study; however, she pre-
sented several skin lesions, which have not been studied and
the grandfather of the index case died at the age of 32 due to
melanoma. Other members of the family (siblings of the
mother of the index case, 3 females and 2 males) presented
several non-specific symptoms but refused to be tested for FD.
One uncle presented angiokeratoma-like lesions and a lesion
on the knee which was biopsied. Biopsy examination deter-
mined the presence of inflammation and enlarged cells
with birefringent-deposited material. One aunt presented
recurrent abdominal pain, hearing loss, and occasional pru-
ritus in the extremities.

In the remaining subjects, we detected genetic variants of
uncertain significance (GVUS) such as p.R118C (¢.352C>T),
p-Al43T (c.427G>A), and p.S126G (c.376A>G), as well as
the pseudodeficiency allele p.D313Y (c.937G>T), and the
intronic variants rs2071225 and rs2071397.
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Since enzymatic testing is not conclusive for females, we
calculated the prevalence of FD and the performance of the
diagnostic test considering the data obtained in the male pop-
ulation. The estimated prevalence is of 0.013% (1:7575
males); the PPV of the current screening is 1.47% with a
method accuracy of 99.12% (CI 98.9-99.3) and a false posi-
tive rate of 0.88%.

Discussion

The FD prevalence estimated in this study is considerably more
frequent than the initially described [14], and the values are
comparable to those reported in other studies, which were car-
ried out in different geographical areas. A study conducted in
Japanese newborns [15] reported a prevalence of 1:7057 live
births with FD classical phenotype, increased to 1:3024, includ-
ing uncharacterized GLA variants. Previous NBS studies in
Taiwan and Italy estimated a prevalence of, respectively,
1:2445 live births and 1:3100 males [16, 17], including GLA
variants of uncertain clinical significance. Van der Tol et al. [18]
conducted a systematic review of FD screening studies to re-
calculate the prevalence of the pathology by discriminating
mutations and GVUS and concluded that 90% of the identified
cases harbored variants of unclear significance. In European
asymptomatic newborns, the most frequent genetic alterations
reported p.A143T, p.R112H, and p.D313Y, while in a
Taiwanese study, rs2071397 was found in 83% of the patients.
Controversial variants were also detected in 84 out of 28,165
patients enrolled in screening studies of high-risk populations
(prevalence = 0.3%), in which the classical FD phenotype has a
prevalence of 0.12%. Since in screening studies, where GVUS

@ Springer
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99.8%

were identified, the selected patients presented cardiac lesion or
end-stage renal disease, it is still arguable if these genotypes,
which are relatively frequent in the general population
(p-A143T = 0.09% and p.R118C = 0.04%), could be directly
related to FD and up to date it is recommended not to consider
these subjects as patients unless a biopsy examination confirms
the presence of deposits [19].

The detection of p.D313Y SNP, which is present in 0.3% of
the population [18], is also frequent in previous screening
studies; however, there is a general consent in considering this
SNP as a pseudodeficiency allele [20].

The nucleotide substitutions in intronic region identified in
our study, as well as in previous reports, are validated SNPs
[21]. Even if it has been shown that when these SNPs are part
of complex haplotypes, they can be involved in GLA tran-
scription defects [22, 23], the mechanisms through which
transcription is inhibited have not been clarified and these
individuals cannot be considered as patients without fur-
ther evidences.

The most recent NBS studies performed in Washington
[24] and Missouri [9] report a FD prevalence of 1:7800 live
births (not specifying how many late onset or GVUS) or
1:2913 (10 classic, 4 late onset, and 1 GVUS), respectively.
The identified subjects in the Missouri study with GLA vari-
ants are extensively followed up to determine which individ-
uals actually develop a FD-related phenotype. This follow-up
is essential to identify pathogenic and late-onset variants in
order to establish a definitive diagnosis.

The second aim of our study was to evaluate the suitability
of performing NBS screening for FD in our community by
implementing an appropriate method. Although the applied
protocol allowed to reach results which are consistent with
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Table 1 «-GalA activity levels
obtained in two independent Patient Sex Activity 1st test Activity 2nd test Genetic variant
biochemical analyses and (umol/Lh) (mol/Lh)
mutations detected by genetic
sequencing. Female heterozygous 1 M 0.6 0.6 M2901, rs2071397,
patients are indicated in italics. rs2071225
The classical FD patient was 2 F 1.6 1.6 FI8Y/wt
highlighted with bold font 3 F 20 L5 126G, rs2071397wt
4 M 1.7 1.4 A143T
5 F 1.7 1.9 Al43T/wt
6 M 0.7 1.1 A143T
7 M 1.7 1.3 R118C
8 F 14 1.6 RIISC/wt
9 M 1.1 1.5 R118C
10 M 1.4 1.0 RI118C
11 M 1.7 1.6 R118C
12 M 2.0 1.8 RI118C
13 F 1.9 1.5 D313Y,rs2071225,
rs2071397/wt
14 M 19 1.2 D313Y
15 M 1.8 1.9 D313Y
16 M 1.7 1.6 D313Y
17 F 1.9 17 rs2071225/wt
18 F 19 1.8 rs2071225/wt
19 M 0.6 0.3 152071225
20 M 1.4 1.8 1$2071397
21 F 1.8 1.6 rs2071397/wt
22 F 15 2.0 rs2071397/wt
23 M 13 1.1 152071397
24 F 1.4 1.9 rs2071397/wt
25 F 1.8 1.8 rs2071397/wt
26 M 13 1.9 152071397
27 F 1.6 1.8 rs2071397/wt
28 M 12 1.8 152071225, 1s2071397
29 F 1.7 2.0 rs2071225, rs2071397/wt
30 M 1.4 1.5 152071225, 152071397
31 F 1.8 0.9 152071225, rs2071397/wt
32 M 1.6 1.8 152071225, 152071397
33 F 1.9 17 rs2071225, rs2071397/wt
34 M 1.8 1.6 152071225, 152071397
35 M 1.9 1.9 152071225, 152071397
36 F 2.0 19 12071225, rs2071397/wt
37 F 19 17 rs2071225, rs2071397/wt

the ones reported in other literature, the method could be me-
liorated to reduce false-positive rates (FP = 0.88%) and there-
fore cost of determinations. Nevertheless, the estimated
method accuracy and PPV are comparable with the ones
obtained, using the same samples for the determination of
immunoreactive trypsinogen (PPV = 4%, method accura-
cy = 99.2%) and thyroid stimulating hormone (PPV = 18%
and method accuracy = 99.8%) by immunofluorometric

assays. These tests are routinely carried out in our hospitals
for the first step detection of cystic fibrosis (CF) and con-
genital hypothyroidism using DBS. However, the protocol
we apply for CF and congenital hypothyroidism screening
requires a second step analysis for those samples that pres-
ent indeterminate values (close to cutoff points). For CF
detection, samples are directed to DNA analysis by
mass spectrometry (Maldi-Tof), using a chip with 277
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mutations. In the same fashion, a second step analysis
based on the quantification by mass spectrometry of the
enzymatic reaction products [25] could help to reduce
false-positive rates in the screening for FD.

Lowering the cutoff level that we established for x-GalA
may also help to reduce false-positive rates of the enzymatic
screening, in case that the test is performed in male samples
only. The cutoff value of enzymatic activity could have been
overestimated in male samples, since it was determined in
2168 healthy newborns of both sexes.

On the other hand, performing enzymatic test in newborn
females may help to the early identification of at least a per-
centage of the affected females. In our study, we detected a
heterozygous subject with a new non-characterized variant of
GLA (p.F18Y), as well as two newborn girls with GVUS. In
the case that further studies confirm a pathogenic state of
p.F18Y, the prevalence of FD in the whole population will
be of 0.014% (1:7297; PPV of 2%, a method accuracy of
99.3%, a false-positive rate of 0.67%, and a 95% CI of 75—
100), which are values similar to the ones obtained in male
population. This suggests that the percentage of false nega-
tives in our female population is not extremely high.
Nonetheless, genetic sequencing is the only method that cur-
rently is efficient for a reliable detection of female patients and
we have to be well aware that an activity above the cutoft does
not exclude FD in females.

When considering newborn screening for FD, there are
important issues to take into account. Given the refusal of
ACHDNC to include FD in the RUSP, experts maintain an
open position regarding NBS for FD or Gaucher disease,
which meets favorable criteria in terms of frequency of the
diseases and available diagnostic methods and therapies
[26]. Even if the ambiguity regarding the prognosis of the
subject with GVUS is an undesirable outcome in screening,
the possibility to establish an early therapeutic protocol counts
as a major pro in favor of neonatal FD screening, since the
available treatments are more efficient when the therapy is
started in the early symptomatic phase. We believe that the
benefits of carly diagnosis, especially in the case of posi-
tive subjects, cannot be underestimated; therefore, we sug-
gest reconsidering the position adopted on FD screening by
ACHDNC, based on the growing amount of data
appointing to high frequency of GLA mutations in the pop-
ulation and the perspective of new therapeutic strategies.
This paper largely discusses the characteristics of genetic
modifications in order to discriminate between pathogenic
mutations and GVUS and can help to develop adequate
follow-up programs. Indeed, in order to support a change
in the current policy, a follow-up of the subjects identified
in pilot studies will be determinant and should be associ-
ated to a deeper functional characterization of the contro-
versial variants, which includes transcription analysis and
epigenetic data.
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Conclusions

The estimated prevalence for FD classical phenotype in male
newborns of Galicia is of 0.013%. These values, as well as the
feasibility and efficacy of the proposed method (method ac-
curacy = 99.12%, PPV = 1.47%), postulate FD as a candidate
for systematic screening. However, further characterization of
the frequently identified variants of GLA with uncertain clin-
ical significance is necessary to establish appropriate protocols
for patients” management.
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