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La enfermedad de Fabry (EF) es un error innato del cata-
bolismo de los glucoesfingolipidos, ligado al cromosoma X,
debido a la deficiencia en la actividad de la a-galactosidasa
A lisosomal’, ocasionando acumulacién de globotriaosilce-
ramida (GL3) en el plasma, y en los lisosomas del endote-
lio vascular?. Estos pacientes presentan hipoactividad fisica
multifactorial que puede conllevar a una disminucién del de-
sarrollo muscular esquelético.

Objetivo: Conocer cudl es el efecto de la terapia de reem-
plazo enzimatico (TRE) con agalsidasa B sobre el musculo
esquelético.

Métodos: ensayo clinico autocontrolado de dos pacientes
con Enfermedad de Fabry Clasica, a quienes se les tomo
muestra de musculo esquelético para microscopia electroni-
ca y estudio histoquimico y bioquimico, antes y después de
6 meses de TRE.

Resultados: se observaron fibras musculares del tipo [IA
previo al inicio de la TRE, con conservacion de la estructura
de la sarcomera, con lineas Z gruesas y rectas, plegamien-
tos del sarcolema, espacios intermiofibrilares ligeramente
ampliados, con mitocondrias electron densas, gotas lipidicas
extraidas, triadas con cisternas terminales edematizadas y
glucégeno abundante. Después de 6 meses de TRE, el pa-
ciente en mejor estado clinico mostr6 mayor porcentaje de
fibras tipo | y 1A'y menor de la tipo lIx; el paciente que recibe
dialisis presentd mayor proporcion de fibra lIx.

Conclusiones: La EF puede generar hipotrofia del masculo
esquelético, probablemente como consecuencia del compro-
miso mitocondrial y una probable condicion de hipoxia mus-
cular crénica no modificable por la terapia con agalsidasa B.

Palabras Clave: Ultraestructura, Fabry, Mdsculo Esqueléti-
co, Histoquimica

Fabry disease (EF) is an inborn error of catabolism of glyco-
sphingolipids , X-linked due to the deficiency in the activity
of a - galactosidase A lysosomal’, leading to accumulation of
globotriaosylceramide (GL3) in plasma and in the lysosomes
of vascular endothelial?, resulting in an endotheliopathy with
a significant systemic manifestations. Patients with Classical
Fabry disease have multifactorial physical hypoactivity that
can lead to a decrease in skeletal muscle development.

Objective: To know what is the effect of enzyme replacement
therapy (ERT) with agalsidase B on the biochemical, histo-
chemical and ultrastructural characteristics of skeletal muscle
in patients with classic Fabry disease.

Methods: A self-controlled clinical trial of two patients with
classic Fabry disease, who were took sample of skeletal
muscle for electron microscopy and histochemical and bio-
chemical study, before and after 6 months of ERT with agal-
sidase B.

Results: Muscle fibers were observed type IlA, prior to the
start of ERT, with conservation of the structure of the sarco-
mere, with thick Z lines and straight folds of the sarcolemma,
slightly extended intermyofibrillar spaces with dense electron
mitochondria, extracted lipid droplets and triads with terminal
cisternae edematous. In both patients, we observed abun-
dant glycogen. After 6 months of ERT, the observed changes
showed little variations; however the patient with a better
clinical condition, showed higher percentage of type | and lIA
fibers and a decrease on type lIx fibers; the patient receiving
dialysis shows highest number of lIx fibers.

Conclusions: The FD can generate skeletal muscle hypot-
rophy, probably as a consequence of mitochondrial commit-
ment and a probably condition of chronic muscle hypoxia,
unmodified by the therapy with agalsidase B

Key Words: Ultrastructure, Fabry Disease, Skeletal Muscle,
Histochemistry
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Introduccion

La enfermedad de Fabry es un error innato del catabolismo
de los glucoesfingolipidos, ligado al cromosoma X, debi-
do a la deficiencia en la actividad de la exoglucohidrolasa
a-galactosidasa A lisosomal', lo que ocasiona que se acumu-
len sisteméticamente globotriaosilceramida (GL3) y glucoes-
fingolipidos con residuo a-galactosil terminal, en el plasma,
y principalmente en los lisosomas del endotelio vascular?,
produciendo una endoteliopatia con importantes manifesta-
ciones sistémicas.

La enfermedad de Fabry normalmente se presenta en su
forma Cléasica caracterizada por acroparestesias, angioque-
ratomas, hipohidrosis, y opacidad corneal y lenticular, de
aparicion desde la nifiez o la adolescencia. Esta enfermedad
afecta principalmente a los varones, hijos de madres porta-
doras, comprometiendo el funcionamiento de 6rganos vy teji-
dos tales como la piel, el sistema nervioso central, periférico
y vegetativo, el corazoén, y los rifiones®.

La enfermedad de Fabry, junto con la enfermedad de Bat-
ten-Kufs™ (lipofuscinosis ceroide) y la manosidosis, forman
un grupo de enfermedades de dep6sito lisosomal con mani-
festacion asintomatica del musculo esquelético, a diferencia
de lo que ocurre en la Enfermedad de Pompe, que es otra
enfermedad de deposito lisosomal por deficiencia de la a-1,4
glucosidasa, con importante compromiso sintomatico del
musculo esquelético*s.

Los pacientes con enfermedad de Fabry Clasica presentan
hipoactividad fisica que puede conllevar a una disminucion
del desarrollo muscular esquelético, siendo esta hipoactivi-
dad de un origen multifactorial, debido entre otras causas a
la presencia de lesiones valvulares aértica y mitral, asi como
a una falla en la conduccion miocérdica, lo que condiciona
la aparicion de insuficiencia cardiaca, arritmias (que pueden
ser complejas y repetitivas) y cardiopatia isquémica; ade-
mas los pacientes pueden desarrollar hipertrofia ventricular
izquierda®, la cual es producto del depésito de glucoesfingo-
lipidos en los miocitos cardiacos y a un incremento absoluto
en la masa muscular cardiaca’. En el afo de 1977, Time y
col, observaron en una biopsia muscular de un paciente con
- la enfermedad de Fabry que se evidenciaban depdsitos de
- GL3 en las fibras musculares. En las células endoteliales de

los capilares musculares, las inclusiones eran mas abundan-
tes y pleomoérficas®.

La enfermedad de Fabry presenta una alta morbilidad y mor-
talidad entre los 40 y 50 anos de edad. La mortalidad se ha
visto reducida gracias a las terapias de sustitucion de la fun-
cion renal (dialisis y/o transplante), y gracias a las técnicas
de ingenieria genética que han permitido obtener y purificar,
a partir del cultivo de oocito de hamster chino, la enzima
agalsidasa B, la cual conserva muchas de las propiedades
de la enzima autéloga®, y ha sido autorizada por la FDA en
2003 para ser utilizada en el tratamiento de los pacientes con
enfermedad de Fabry',

Todos estos antecedentes anteriormente mencionados lleva-
ron a plantear como objetivo principal de este trabajo cono-

cer cudl es el efecto de la terapia de reemplazo enzimatico
(TRE) con agalsidasa B sobre las caracteristicas bioquimi-
cas, histoquimicas y ultraestructurales del masculo esque-
Iético en pacientes con enfermedad de Fabry Clasica, para
tener un mejor conocimiento del compromiso sistémico de
esta enfermedad.

Materiales y Métodos

Se llevé a cabo un ensayo clinico autocontrolado en el que
se evaluaron dos pacientes de sexo masculino, con edades
de 34 y 35 afios, respectivamente, con diagnéstico clinico,
enzimatico e histopatologico renal de Enfermedad de Fabry
Clasica, que iban a ser sometidos a terapia de reemplazo
enzimatico con agalsidasa B (Genzyme Corp; Cambridge,
USA), a quienes se les practicd una biopsia de musculo es-
quelético para su evaluacion ultraestructural e histoquimica,
antes del inicio de la terapia enzimatica y a los 6 meses de
terapia enzimatica continua. Previamente se habia cumplido
con los requisitos establecidos en la Declaracion de Helsinki
(1983), entre ellos la firma del paciente o su representante
legal del consentimiento informado. Las caracteristicas clini-
cas de ambos pacientes al momento de la primera biopsia se
muestran en la tabla 1.

Tabla No. 1.- Caracteristicas Clinicas de Pacientes CSL y ASL an-

tes de la Terapia de Reemplazo Enzimatico

Caracteristicas Paciente Paciente
1CSL 2ASL

Edad de aparicion de los sintomas (afios) 9 9
Edad al DX (afios) 29 28
Acroparestesias Si Si
Angioqueratomas Si Si
Opacidad corneal Si Si
Anhidrosis Si Si
Hipertrofia Ventricular Izquierda (HVI) Si Si
Arritmia No No
Dolor abdominal No No
Falla renal Si* No
Proteinuria ** Si
Enfermedad vascular cerebral No No

*Falla renal estadio 5 en hemodialisis

**Paciente en anuria

Biopsia de Musculo Esquelético

Se procedi6 a tomar muestra de musculo esquelético en re-
poso con una aguja de Bergstrdm''. Previamente se desin-
fecto la piel del paciente y se administr6 xilocaina al 2% a
nivel del tercio medio del vasto lateral del musculo cuadri-
ceps femoral. Luego se realiz6 una incision de 5 mm apro-
ximadamente, profundizando hasta llegar al plano muscular;
se introdujo la aguja de biopsia con la ventana cerrada, se
abri6 ésta, y comprimiendo el musculo se produjo el corte
del tejido. Al sacar la aguja se comprimi6 la herida y se cu-
brié con gasa. La muestra se dividi6 en tres partes, una para
ser usada en el estudio ultraestructural, otra para el estudio
histoquimico, y la tercera para la determinacioén de enzimas.
La muestra para microscopia electronica de transmision se
fij6 con glutaraldehido frio al 3%, en buffer fosfato a pH 7,4 y
320 mOsmol a 4°C, siendo postfijada en tetréxido de osmio



(0s0,) al 1%. Seguidamente, se deshidratd en una serie de
diferentes concentraciones de etanol y se incluy6 en la resi-
na Epoén. Posteriormente, se hicieron cortes de 1 um de la
muestra incluida, y se tifieron con azul de toluidina, para po-
der seleccionar las &reas a estudiar. Las secciones ultrafinas
del tejido muscular se recogieron en rejillas de cobre (200
mesh) y se procedi6 a contrastarlas con acetato de uranilo y
citrato de plomo. Por Ultimo, dichos cortes se observaron con
un microscopio electronico de transmision Hitachi-H 500,
operado a 100 KV'2,

Histoquimica

Para el analisis histoquimico, cada muestra muscular se em-
bebié en OCT (optimal cutting temperature, Tissue Tek Il) y
se congel6 en isopentano, el cual habia sido enfriado hasta
su punto de fusién por nitrégeno liquido, el cual lo provee de
una cubierta protectora que permite prevenir los dafnos me-
canicos durante su manipulacién y su almacenamiento; por
otra parte sirve de soporte al realizar los cortes en el criosta-
to. Se realizaron secciones transversales seriadas de 10 um,
que se cortaron en el criostato a -20°C, posteriormente se
montaron en cubreobjetos para llevar a cabo las siguientes
reacciones histoquimicas: la reaccion Adenosina Trifosfatasa
(ATPasa) miofibrilar, previa incubacion acida (pH: 4,37, 4,6 y
4,8 y alcalina pH: 10,3) segun la técnica de Brooke y Kaiser
(1970)'3; la reaccion de NADH-diaforasa, segun la técnica
de Novikoff, Shin y Drucker (1961)", y la a-Glicerol fosfato
deshidrogenasa, segun Wattenberg y Leong (1960)'°. Para
visualizar los capilares se uso la reaccion de a-amilas-PAS
de Andersen (1975)'6. A las muestras de ambos pacientes
se les realiz6 ademéas la coloracion convencional de hema-
toxilina-eosina.

Bioquimica

La tercera parte de la muestra se congel6 directamente en
nitrégeno liquido y se guardé en un congelador a -80°C hasta
su procesamiento. La muestra fue homogeneizada en buffer
frio de fosfato de potasio y se determinaron las enzimas oxi-

dativas citrato sintetasa del ciclo de Krebs, la 3-hidroxiacil
CoA deshidrogenasa (HAD), de la B-hidroxilacién de los aci-
dos grasos y la enzima glicolitica Lactato deshidrogenasa,
por métodos fluorométricos (Lowry y Passonneau, 1972)".
Los resultados se expresaron en pmol/min/g de peso hume-
do del tejido.

Las biopsias del musculo se realizaron antes y seis meses des-
pués de iniciada la terapia de reemplazo enzimatico continua.

Terapia de Reemplazo Enzimatico (TRE)

Para la aplicacion de la TRE se siguieron las normas de tra-
tamiento establecidas por Genzyme Corp. (Cambridge, Esta-
dos Unidos de América): en administrar la enzima Agalsidasa
B en una dosis de 1 mg/kg de peso corporal cada 15 dias,
por via endovenosa, en un tiempo de infusion de 3 a 4 ho-
ras. Una hora antes del tratamiento, los pacientes eran pre-
medicados con acetaminofen 1 gr via oral, y clorfeniramina
8 mg via oral, para evita reacciones secundarias o efectos
adversos de la terapia enzimatica

Resultados

En los dos pacientes evaluados, el estudio ultraestructural a
nivel del musculo esquelético, mostr6 fibras musculares del
tipo 1A (glucolitico-oxidativas) (micrografias No. 1, 2) y previo
al inicio de la TRE, se observd conservacion de la estruc-
tura de la sarcémera, con lineas Z gruesas y rectas y con
plegamientos del sarcolema (micrografia No. 1). Los espa-
cios intermiofibrilares se observaron ligeramente ampliados,
con mitocondrias electron densas, gotas lipidicas extraidas y
triadas con cisternas terminales edematizadas. De manera
similar que en la micrografia No. 1, en la 2 se aprecia uno
de los espacios intermiofibrilares ampliado. Se localizan tam-
bién mitocondrias y triadas edematizadas, asi como gotas
extraidas de lipidos. El glucogeno es abundante en ambos
casos (micrografia 1y 2).

Micrografia No. 1. Paciente CSL antes de TRE (34.500X)

Espacio intermiofibrilar Jigeramente incrementado (*). Gotas de lipidos extraidos, mitocondrias de
matriz electrondensas (A ), algunos tibulos T estrechos (circulos blancos), y algunas cisternas terminales

V). iento del O\

Bocenme 02O oo

Micrografia No. 2. Paciente ASL antes de TRE (34.500X)

Mitocondrias edematizadas (A), algunas triadas prominentes (CZ’), reticulo sarcoplasmatico

edematizado (circulos negros) y glucégeno abundante (). Barra= 0,29 pm
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Después de los 6 meses de tratamiento (Micrografias 3 y 4),
estos cambios no mostraron variaciones de consideracion;
sin embargo en el paciente ASL, la ultraestructura del mus-
culo esquelético mostré imagenes compatibles con areas de
atrofia de las miofibrillas, con pérdida del aparato contractil.
Este mismo paciente mostr6 incremento del espacio subsar-
colémico con nucleos agrupados de contornos irregulares. La
membrana externa de la envoltura nuclear del nacleo central
se separ6 formandose una vacuola con restos de membra-
na. Ademas, presentd un sistema sarcotubular fragmentado,
mitocondrias degeneradas y miofibrillas supercontraidas con
sarcémeros que no muestran la linea M y la banda H (micro-
grafia No. 5).

» o é’e’W
4 0

Micrografia No. 3. Paciente CSL después de TRE (26.700X)

Espacio intermiofibrilar ligeramente incrementado, Abundante glucégeno (¢, Vacuolas electrén-
transparentes (), Lineas Z gruesas( ':>) Barra=0,37 pm

Micrografia No. 4. Paciente ASL después de TRE (20.500X)

Pérdida de aparato contractil (<—=) con incremento de los espacio subsarcolémico e
intermiofibrilar( i‘«’)‘ Mitocondrias degeneradas(/;~ ) Gotas de lipidos ( <3 ). Reticulo
sarcoplasmico vacuolizado (circulo negro). Numieroso filamentos de colageno asociados a la

membrana basal de sarcolema (~ ) Barra=0,5 pm.

Micrografia No. 5. Paciente ASL después de TRE (20.500X)
Pérdida de aparato contractil (<) con incremento de los espacio subsarcolémico

e intermiofibrilar( %). Mitocondrias degeneradas ( ). Nucleos agrupados

de contornos irrequlares .Miofibrillas supercontraidas (V")

En relacion a los resultados histoquimicos de la primera biop-
sia, se observ6 que el paciente ASL, quien no tiene falla re-
nal, posee un mayor porcentaje de fibras tipo | (Tabla 2) con
respecto al paciente CSL, quien esta en hemodidlisis, En el
paciente CSL se produjo un aumento importante de las fibras
tipo lIx en la segunda biopsia muscular, manteniendo casi
constante el porcentaje de fibras tipo I. En el paciente ASL,
posterior a la administraciéon de la terapia enzimatica, se ob-
servé una disminucion del porcentaje de las fibras tipo lIx, a
favor del aumento de las fibras tipo lla.

En cuanto a los capilares, en el paciente CSL se encontraron
de aspecto normal, sin embargo a los 6 meses se vib la pre-
sencia de capilares engrosados y ocluidos.

El paciente ASL present6 presencia de capilares de aspec-
to anormal tanto en la primera como en la segunda biopsia.
En la tincion de hematoxilina-eosina no se observé ninguna
anormalidad antes ni después del TRE.

En la Figura 1, se muestran los niveles de enzimas muscula-
res en cada paciente antes y después de la TRE; el paciente
CSL presenté descenso de un 23,55% de la citrato sinte-
tasa, y de 31.68% de la B hidroxiacil CoA deshidrogenasa,
mientras que ASL presentd6 aumento de ambas enzimas en
16,90% de la citrato sintetasa y 25,06% de la B hidroxiacil
CoA deshidrogenasa. En CSL, la actividad enzimatica del
citrato sintetasa registrada al final del tratamiento es prac-
ticamente igual a ASL al inicio de la terapia. La actividad de
la enzima lactato deshidrogenasa es mayor en el paciente
CSL, en 25,58% pre tratamiento y en 22,43% posterior al
tratamiento con respecto a ASL, aunque en cada paciente
no se observaron variaciones importantes antes y después
de la TRE.



Tabla No. 2.- Tipos de Fibras del musculo esquelético de los pacientes CSL y ASL antes y después de la TRE

Paciente CSL Paciente CSL Paciente ASL Paciente ASL
Pre-TRE Post-TRE Pre-TRE Post-TRE
Fibras tipo | 42% Fibras tipo | 40% Fibras tipo | 58% Fibras tipo | 51%
ATPasa Fibras tipo lla 20% Fibras tipo lla 10% Fibras tipo lla 21% Fibras tipo lla 32%
Fibras tipo lIx 38% Fibras tipo lIx 50% Fibras tipo 11x:21% Fibras tipo lIx 17%
Capilares de aspecto . Capilares de .
HIg S Capilares Capilares
PAS normal Indice capilar fibra 1.29. de aspecto anormal aspecto anormal de aspecto anormal
Densidad capilar 326 cap/mm? (algunos ocluidos)

Figura No. 1.- Niveles de enzimas musculares en cada paciente antes y después de la TRE

Valores Normales (umol/min/ g de tejido): Citrato Sintetasa: 10,90 + 1,8; B-Hidroxiacil-CoA-deshidrogenasa: 10,46 + 2,1; Lactato
deshidrogenasa: 190 + 49
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Figura No. 2. Porcentaje de Fibras Oxidativas cuantificadas con el marcador NADH-diaforasa en cada paciente antes y después de la TRE
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La proporcidén de fibras con alta capacidad oxidativa fue
mayor en ASL (58%) que en CSL (45%). Sin embargo en
ambos pacientes disminuy6 ligeramente durante el TRE,
observandose un pequefno aumento de las fibras con ca-
pacidad oxidativa media (Fig. 3). Por otra parte CSL mostro

una mayor proporcion de fibras con alta capacidad glicolitica
(60%) comparado con ASL (35%); después del TRE Los
cambios fueron moderados notandose en ambos pacientes
un aumento de la proporcién de fibras con mediana capaci-
dad glicolitica.

Figura No. 3.- Porcentaje de Fibras Glicoliticas cuantificadas con el marcador a-GDP, en cada paciente antes y después de la TRE
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En los pacientes con Enfermedad de Fabry, el compromiso
muscular con frecuencia se traduce en fatiga y dolor proxi-
mal de los miembros, circunstancias que no estan comple-
tamente esclarecidas, porque estos sintomas generalmente
se consideran como una consecuencia de la insuficiencia
cardiaca y/o relacionada con el compromiso de los nervios
periféricos. En estos pacientes se describe la presencia de
calambres en la fase temprana de le enfermedad, mialgias,
fatiga, astenia, y compromiso motor en las actividades dia-
rias, comprometiendo la calidad de vida, en las fases avan-
zadas de la enfermedad™®.

Es importante sefalar que la microscopia electrénica es una
herramienta muy Util en la evaluacién de cualquier patologia.
En el afno de 1995, Uchino y col, observaron en el misculo
cardiaco de una mujer de 52 anos de edad, portadora de
la enfermedad de Fabry, un patron de mosaico en fibras de
apariencia normal y fibras hipertréficas que contenian un na-
mero de cuerpos laminados, tipo anillo, ademas de una am-
plia acumulacion de abundantes cuerpos laminados en las
miofibrillas, asociadas con un incremento de los granulos de
glucégeno y de las vacuolas autofagicas™.

En este estudio se pudo observar que en los cortes para mi-
croscopia electronica del musculo esquelético de los pacien-
tes evaluados, se conserva la arquitectura de la sarcémera,
por lo que la TRE no logré establecer cambios significativos
a nivel ultraestructural, a pesar de que uno de ellos estaba en
tratamiento hemodialitico mientras estaba recibiendo la TRE.
Después de recibir la TRE, en ambos pacientes se observa-
ron signos llamativos de atrofia muscular, debido al estrecha-
miento de las miofibrillas y al plegamiento de la membrana

del sarcolema, con abundantes granulos de glucégeno, los
cuales se hicieron méas evidentes en el paciente con las si-
glas CSL (Micrografias 3 y 5).

En una variedad de estados patologicos, tales como diabetes
mellitus, hiperparatiroidismo, distrofia muscular, entre otros,
se ha observado degeneracion y atrofia de las miofibrillas,
afectando al musculo esquelético. Las miofibrillas en proce-
so de degeneracion muestran una variedad de cambios ul-
traestructurales, los cuales no son patognomaonicos para una
enfermedad especifica. En lesiones a corto y mediano plazo,
existe una disminucion del ancho de las miofibrillas debido a
la pérdida de los miofilamentos periféricos, pero se mantiene
la estructura normal del sarcomero. Los cambios mas seve-
ros incluyen la destruccion y pérdida de las miofibrillas a lo
largo de una o méas sarcémeras, y varios cambios en la linea
Z. Como consecuencia de ello, existe abundancia relativa
del sarcoplasma, y aparecen estructuras prominentes como
mitocondrias, triadas, ambas de aspecto alterado e incluso
degeneradas, y particulas de glucdégeno, que persisten por
tiempo. La pérdida de las miofibrillas, lleva a la disminucion
de contenido de la fibra muscular, por lo que su superficie
se hace ondulada y marcadamente irregular®. De acuerdo
a lo anteriormente mencionado, se puede considerar que el
factor condicionante de los cambios observados en los mus-
culos esqueléticos de los pacientes evaluados, podria estar
relacionado con la presencia de hipoxia tisular cronica como
consecuencia del compromiso endotelial. En el caso del pa-
ciente CSL, estos cambios son mas pronunciados probable-
mente por la presencia de atrofia neurogénica del musculo
esquelético, como se describe en la fase 5 o terminal de la fa-
lla renal créonica?'. El edema mitocondrial, junto con el edema



tisular, constituye un signo que los patélogos lo llaman “tume-
faccion turbia” que describe la acumulacion de agua dentro
de la célula sujeta a stress toxico e involucra una falla de los
mecanismos de control osmotico de la célula, y es la primera
causa de muerte celular. Parece que el edema mitocondrial
lleva a la supresién de la produccion de ATP, lo cual provoca
falla en la bomba de Na* dependiente de ATP, ocasionando
el edema de los compartimientos celulares. La variedad mas
comun de edema es la debida al compromiso de la matriz de
la camara interna de la mitocondria?.

El sistema lisosomal estd pobremente desarrollado en el
musculo esquelético normal. No obstante, en cultivos celu-
lares con mioblastos se ha podido demostrar que las célu-
las musculares poseen un gran potencial para formar liso-
somas*. Sin embargo, Time y col (1977)8 mostraron que el
empleo de una biopsia muscular, en la enfermedad de Fabry,
evidenciaba depoésitos de esos organelos en las fibras mus-
culares. En las células endoteliales de los capilares muscu-
lares, las organelas eran mas abundantes y pleomorficas y
las células musculares satélites estaban esparcidas. En los
pacientes evaluados no se observaron en los cortes de mus-
culo esquelético los tipicos depositos de GL3, con aspecto
de cebra o en ruedas de cebolla, que caracteriza a la enfer-
medad de Fabry.

La actividad de la adenosintrifosfatasa (ATP-asa), con prein-
cubacion a diferentes pH permite la clasificacion de las fibras
musculares en fibras tipo |, lla y lIx. Las fibras tipo | tienen
un alto contenido en enzimas oxidativas como la citrato sin-
tetasa, la succinato deshidrogenasa y la (3-hidroxacil-CoA-
deshidrogenasa, y bajo contenido en enzimas glicoliticas
como la fosforilasa, la glicerofosfato deshidrogenasa y la
lactato deshidrogenasa; por el contrario las fibras IIx tienen
mayor contenido de enzimas glicoliticas y bajo de las oxidati-
vas; las fibras lla tienen niveles intermedios tanto de enzimas
oxidativas como de las glicoliticas. Ciertas condiciones fisio-
l6gicas y patoldgicas permiten variar estos niveles de enzi-
mas, mientras que los cambios en los niveles de la ATP-asa
son mas dificiles y por lo tanto los cambios de tipo de fibra
(al menos de | a Il y viceversa) suelen ser limitados, mientras
que los cambios entre lIx y lla acompanan a los cambios
en capacidad oxidativa y glicolitica. En nuestros pacientes
después del TRE, en el caso de CSL, que estaba en peores
condiciones clinicas, hubo un aumento marcado de fibras lIx
con disminucién de lla, mientras que en ASL hubo aumento
de las fibras lla.

Los resultados obtenidos con la ATPasa miofibrilar estan en
concordancia con los observado en relacion a la diaforasa de
nicotinamida adenina dinucléotido o NADH-diaforasa, enzi-
ma que cataliza el proceso de 6xido-reduccion en el metabo-
lismo aerdbico, los porcentajes de fibras con alta expresion
de esta enzima estan mas elevados en el paciente ASL que
en CSL teniendo a su vez, menor porcentaje de fibras de
baja expresion de esta enzima. En el caso de la expresion de
la a-glicerofosfato deshidrogenada (a-GDP), la cual es una
enzima glicolitica, su mayor expresion indica un mayor me-
tabolismo anaerébico. En el paciente CSL las fibras con alta
expresion de dicha enzima estan por encima del 50%, y en el

paciente ASL las fibras con un nivel mediano de esta enzima
son las que predominan. Se puede establecer entonces que
existe relacion entre las diferentes determinaciones enzima-
ticas y la expresion del tipo de fibra muscular esquelética, en
el paciente CSL existe mayor numero de fibras tipo llx, una
menor expresion de la NADH-diaforasa, que es un marcador
oxidativo y una mayor expresion de la a-GDP glicolitica. Si-
tuacion contraria se observa en ASL, quien probablemente
por no tener falla renal presenta menor compromiso sisté-
mico (Figura 2 y 3). En los pacientes urémicos se establece
una atrofia neurogénica de la musculatura esquelética, pre-
dominando en las fibras tipo Il, cuyo factor patogénico princi-
pal es una alteracion en el metabolismo de calcio®. La mio-
patia urémica esta relacionada en la mayoria de los casos
con el hiperparatiroidismo secundario, y sus caracteristicas
se sobreponen a la miopatia de la osteomalacia, pudiendo
observarse atrofia de las fibras tipo | y tipo Il, o de tipo Il so-
lamente®. Es posible que la anemia cronica producto de la
falla renal estadio 5 en el paciente CSL, favorezca la dismi-
nucion del porcentaje de fibras tipo |, debido a su menor ac-
tividad fisica por hipoxia tisular y en consecuencia reduccion
del metabolismo oxidativo. Este aspecto debe ser tomado en
cuenta, ya que el paciente CSL recibe tratamiento sustitutivo
de la funcién renal con hemodialisis, y en él predominan las
fibras tipo Il (en un 60%)

Todo lo anterior se confirma con la expresion de las enzi-
mas citrato sintetasa, [-hidroxi-deshidrogenasa y lactato
deshidrogenasa (Figura 1). La actividad de la enzima citra-
to sintetasa localizada en la matriz mitocondrial genera: 1.-
equivalentes de reduccion citosélica para la biosintesis re-
ductora; 2.- carbono para procesos biosintéticos citosélicos:
acidos grasos, esteroles; 3.- regulacion de otros procesos
metabdlicos, por ejemplo: inhibicién de la fosfofructoquinasa,
y estimulacion de la acetil CoA carboxilasa; y, 4.- a nivel del
ciclo de Krebs, generacion de energia, en forma de ATP?.
La enzima B-hidroxi-deshidrogenasa constituye una de las
enzimas del sistema de B oxidacién de los acidos grasos,
y se localiza en las membranas internas y en la matriz de
las mitocondrias de células animales?®. El Ultimo paso de la
via glicolitica es una reaccién de oxidoreduccion catalizada
por la lactato deshidrogenada; en ésta reaccién se reduce
el piruvato a lactato, mientras que el NADH se oxida dando
NADH*. Es la Unica reaccion del organismo que permite la
sintesis de lactato®.

De acuerdo a todo lo anteriormente mencionado, se pue-
de afirmar que en el paciente CSL existe una alta actividad
anaero6bica del musculo esquelético que se mantiene a pesar
de la terapia enzimatica para su enfermedad de base, muy
superior a la observada en el paciente ASL. Es importante
recordar que el paciente CSL se encuentra en tratamiento
sustitutivo de la funcion renal con hemodiélisis, y como com-
plicacion de ello presentaba para el momento de la toma de
la biopsia, signos clinicos y paraclinicos de hiperparatiroidis-
mo secundario. La limitacion para el ejercicio observada en
pacientes con enfermedad renal cronica se debe a una baja
conductancia de oxigeno a nivel del musculo esquelético,
y no a una limitada capacidad oxidativa mitocondrial?”. En




consecuencia el factor principal que determina la capacidad
funcional del masculo esquelético, en los pacientes con en-
fermedad renal cronica, es la perfusion sanguinea, regula-
da por la integridad de los vasos sanguineos, mas que un
compromiso en la estructura celular y subcelular de la fibra
muscular estriada.

En la actualidad no se dispone de suficiente informacion so-
bre el efecto de la TRE con agalsidasa B sobre la estructura y
efectos bioquimicos en el musculo esquelético. No obstante
de acuerdo a los resultados obtenidos, en los pacientes eva-
luados se redujo en 10% el porcentaje de fibras con capaci-
dad oxidativa alta, las fibras con capacidad oxidativa media
incrementa entre 7 y 9%. En ambos pacientes se observé un
incremento del 8 a 9% de las fibras glicoliticas medias.

En los individuos normales las fibras con mas capacidad oxi-
dativa son las tipo I, seguidas por las tipo lla, teniendo las
IIx muy baja capacidad oxidativa. Lo contrario aplica para la
capacidad glicolitica. Sin embargo, los cambios enzimaticos
suelen ser posibles sobre todo por el estado de actividad de
la persona; en cambio las modificaciones en la proporcion
de fibras entre el tipo | y Il estan mas bien relacionadas con
procesos patoldgicos: en una serie de enfermedades créni-
cas existe generalmente un aumento de las fibras tipo Il a
expensas de las de tipo |. Los cambios entre los tipo lla y lIx
son mas flexibles y estan ligados a la actividad del sujeto.
Mientras se es mas sedentario, mas disminuye la proporcion
de las fibras lla y aumenta la de las fibras 11X. La determina-
cion bioquimica de las enzimas oxidativas y glicoliticas es
mas exacta que la apreciacion histoquimica, la cual es mas
subjetiva, y tiene valor cuando un cambio sobrepasa el 10%.
En los pacientes estudiados existe una buena relaciéon entre
los resultados bioquimicos y los tipos de fibra aunque tam-
bién hay coincidencias en relacion con las capacidades oxi-
dativa y glicolitica. Asi CSL tiene una exagerada proporcion
de fibras lIx que coincide con una alta capacidad glicolitica;
la proporcion de fibras tipo lIx se magnifico después del tra-
tamiento, junto con la disminucion de las enzimas oxidativas
citrato sintetasa y B-hidroxi-CoA deshidrogenasa, haciendo
pensar que la progresion de la enfermedad en un paciente
que esta en dialisis y con la complicacién de hipoparatiroi-
dismo, limit6 los beneficios del tratamiento. En cambio en
ASL se produjo un aumento de las fibras tipo lla e igualmen-
te aumentaron las enzimas oxidativas, lo cual hace pensar
en un efecto terapéutico positivo. Si bien la deshidrogenasa
lactica (LDH) no se modificé en ninguno de los dos pacien-
tes, su nivel muestra una tendencia aumentada sobre lo nor-
mal en CSL.

Como el estudio se realiz6 con so6lo dos pacientes y conside-
rando que se trata de una enfermedad rara, no se pudo esta-
blecer diferencias estadisticamente significativas en relacion
a las caracteristicas histoquimicas observadas antes y des-
pués TRE, no obstante se puede inferir que la enfermedad
de Fabry puede generar hipotrofia del masculo esquelético,
probablemente como consecuencia del compromiso mito-
condrial y una probable condicion de hipoxia muscular cré-
nica producto del dafio endotelial propio de esta patologia.
Los resultados del analisis histoquimico en el paciente CSL

parecen estar muy influenciados por el efecto que en el mus-
culo esquelético tiene la enfermedad renal cronica estadio
5, no obstante pareciera que existe un efecto beneficioso de
la TRE con agalsidasa B, es por esta razén que se deberian
evaluar un mayor numero de pacientes en esta linea, para
poder concluir su efecto beneficioso en el musculo esquelé-
tico de pacientes con Enfermedad de Fabry sin enfermedad
renal avanzada.
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