mcultad de Ciencias
Universidad Zaragoza

Optimizacion de la determinacién de la actividad

de la enzima Beta-Glucosidasa acida en gota de

sangre seca y su comparacion con la actividad de
la misma, en extracto de leucocitos en pacientes
con enfermedad de Gaucher

Universidad

Zaragoza

Trabajo de Fin de Grado

Grado en Biotecnologia

2018

Directores:
Dra. Maria Pilar Irdn Irdn

Jorge J. Cebolla Sanz

Autora:

Maria Roy Guerra
Lugar de realizacion:

Unidad de Investigacién Traslacional, Hospital Universitario Miguel Servet de

Zaragoza






Dona Maria Pilar Irun Iran y Don Jorge Javier Cebolla Sanz, investigadores del
Instituto de Investigacion Sanitaria de Aragon

CERTIFICAN

Que el Trabajo de Fin de Grado titulado “Optimizaciéon de la determinacion de la
actividad de la enzima Beta-Glucosidasa acida en gota de sangre seca y su
comparacion con la actividad de la misma en extracto de leucocitos en pacientes
con enfermedad de Gaucher”, presentado por Maria Roy Guerra, ha sido realizado
bajo su direccion en la Unidad de Investigacion Traslacional del Hospital
Universitario Miguel Servet de Zaragoza y reune |0s requisitos para ser presentado
por su autora.

Zaragoza, a 26 de Junio de 2018.



Agradecimientos

La realizacion de este Trabajo de Fin de Grado ha supuesto un intenso periodo de
aprendizaje, por lo que me gustaria agradecer a todas las personas que han
colaborado en él. En primer lugar, a mis directores, Pilar Irun Irin y Jorge Cebolla
Sanz, por su confianza y dedicacion, sin las cuales no hubiera podido completar mi
trabajo satisfactoriamente. A Carlos Lahoz Gil, por sus buenos y acertados consejos
y por brindarme su ayuda siempre que era necesario. Y a mis padres, por su apoyo
y comprension incondicionales, y por haber estado siempre ahi para mi.



iNDICE

1. RESUMEN 1
2. INTRODUCCION 2
2.1.  Historia 2

2.2. Etiopatogenia 2

2.2.1 Implicaciones hematologicas, viscerales y 6seas 3

2.2.2 Base genética 4

2.3. Clasificacion y sintomatologia 5

2.4. Prevalencia 5

2.5. Biomarcadores 5

2.6. Diagnostico 6

2.7. Tratamiento 7

3. OBJETIVO 7
4. MATERIALES Y METODOS 7
4.1. Poblacion de estudio 7

4.2. Especimenes biolégicos 8

4.2.1. Tarjetas tipo Guthrie 8

4.2.2. Aislamiento de Leucocitos 8

4.3. Actividad B-glucosidasa acida en gota de sangre seca 9

4.3.1. Optimizacion del método 9

4.3.2. Cinética enzimatica 10

4.3.3. Aseguramiento de la estabilidad pre-analitica 10

4.3.4. Control de calidad 10

4.4. Actividad B-glucosidasa acida en extracto leucocitario 11

4.5. Andlisis estadistico 11

5. RESULTADOS Y DISCUSION 12
5.1, Poblacion de estudio 12

5.2.  Método optimizado para el analisis de -glucosidasa acida en

gota de sangre seca 12

5.3. Descripcion del método 14



5.4.

Evaluacion de la sensibilidad, especificidad y punto de corte de la

actividad de B-glucosidasa acida en gota de sangre seca 15

5.5. Control de calidad 16

5.6. Estabilidad 17

5.7. Actividad de B-glucosidasa acida en leucocitos 18

5.8. Actividad B-glucosidasa acida leucocitos vs gota de sangre seca

18

6. CONCLUSIONES 19
7. BIBLIOGRAFIA 20

Indice de tablas

Tabla 1. Reactivos y condiciones en las publicaciones de referencia

consultadas 9
Tabla 2. Datos demograficos de la poblacion de estudio 12
Tabla 3. Sensibilidad de la deteccion fluorimétrica 14

Tabla 4. Condiciones optimizadas de las variables metodologicas del ensayo

enzimatico

14

Tabla 5. Actividad de la B-glucosidasa acida en gota de sangre seca 15

Tabla 6. Variabilidad interensayo de la actividad B-glucosidasa acida en gota
de sangre seca 16

Tabla 7. Actividad de la B-glucosidasa acida en extracto leucocitario 18

Indice de figuras

Figura 1. Catabolismo lisosomal de los glucoesfingolipidos 2
Figura 2. Reaccion catalizada por la B-glucosidasa acida 3
Figura 3. Célula de Gaucher 3
Figura 4. Estructura del Gen GBA 4

Figura 5. Frecuencia de las variantes genéticas patogénicas del gen GBA 4

Figura 6. Representacion esquematica de la reaccion in vitro catalizada por
la B-glucosidasa acida 6



Figura 7. Variacion de la actividad enzimatica en las pruebas de optimizacion
13

Figura 8. Curva de cinética enzimatica 13

Figura 9. Diagrama de dispersion de la B-glucosidasa acida en gota de
sangre seca 14

Figura 10. Curva caracteristica operativa del receptor 15

Figura 11. Estabilidad pre-analitica de la actividad de la 3-glucosidasa acida
en gota de sangre seca 17

Figura 12. Diagrama de dispersion de la B-glucosidasa acida en extracto
leucocitario 18

Figura 13. Actividad de la B-glucosidasa acida en gota de sangre seca vs
extracto leucocitario 19

Indice de enlaces web

American Society of Hematology, Image Bank: https://imagebank.hematology.org/

Ensembl: www.ensembl.org

Human Gene Mutation Database: www.hgmd.cf.ac.uk

National Center for Biotechnology Information: www.ncbi.nlm.nih.gov

Listado de abreviaturas

4-MU

CG

COR

DBS

EDTA

EG

Longitud de onda
4-metilumbeliferona

Células de Gaucher

Caracteristica operativa del receptor
Dried blood spot

Acido etilendiaminotetraacético

Enfermedad de Gaucher



FEETEG Fundacion Espariola para el Estudio y Tratamiento de la Enfermedad
de Gaucher y otras lisosomales

GD Gaucher disease

GC B-glucosidasa acida

Kb Kilobase

m/v Masa/volumen

QT Quitotriosidasa

TSE Terapia de sustitucion enzimatica
TRS Terapia de reduccion de sustrato
URF Unidades relativas de fluorescencia

v/v Volumen/volumen



1. RESUMEN

La enfermedad de Gaucher (EG) es un error innato del metabolismo lisosomal
caracterizado por el depésito de glucosilceramida en este organulo y que se
corresponde con una actividad reducida-nula de la enzima (-glucosidasa acida
(GC). ElI acumulo de glucosilceramida en las células del sistema fagocitigo
mononuclear es el principal responsable de los signos y sintomas propios de la
enfermedad. Con el presente trabajo se persigue la optimizacion y validacion de un
método de deteccion de potenciales afectos de EG partir de muestras de gota de
sangre seca (GSS). Para ello, se estudio el efecto de las siguientes variables sobre
la actividad enzimética: composicion del tampdn de elucion, cantidad de muestra a
ensayar, tiempo de incubacion y sensibilidad del sistema de deteccion fluorimétrico.
A continuacion, se ensayaron, siguiendo el procedimiento optimizado, 85 muestras,
distribuidas en 18 afectos de EG, 22 portadores y 45 controles. Mediante una curva
caracteristica operativa del receptor (COR) se determin6 un 95% de sensibilidad y
100% de especificidad para el método, asi como un valor de corte de 2,06 umol/L
sangre/h, por encima del cual los individuos se consideran potencialmente no
compatibles con la EG. Finalmente, se ensayo la actividad GC en extracto
leucocitario, 10 que permiti6 comprobar que existia una buena correlacion entre
ambos meétodos (p=0,72), aportando fiabilidad al nuevo procedimiento. No
obstante, al tratarse de un método de cribado, las muestras que no alcancen el valor
de corte establecido deberan ser sometidas a un diagnostico confirmatorio
mediante el analisis de la actividad enzimatica en extracto leucocitario.

ABSTRACT

Gaucher disease (GD) is an inborn error of lysosomal metabolism characterized by
glucosylceramide build-up in this organelle, which corresponds with a reduced-null
activity of the enzyme acid B-glucosidase. This glucosylceramide accumulation in
the mononuclear phagocyte system is the main cause for the signs and symptoms
of the disease. The aim of this work was the optimization and validation of a new
method to detect potential patients of GD in dried blood spot (DBS) samples. To that
end, the effect of the following variables related to the enzymatic activity, were
studied: elution buffer composition, amount of sample (DBS), incubation time and
fluorometric detection system sensibility. Once optimized the protocol, 85 samples
including 18 patients affected of GD, 22 carriers and 45 healthy controls, were
analyzed. A sensitivity of 95%, specificity of 100%, and cut-off value of 2,06 umole/L
blood/h, above which individuals are classified as potentially non-compatible with
GD, were determined by a receiver operating characteristic curve. Finally, enzyme
activity of the same patients was tested in leukocyte extract and a good correlation
between both methods was found, supporting the new procedure. However, due to
its role as a screening test, samples under the cut-off value should be re-analyzed
by measurement of acid B-glucosidase activity in leukocytes.



2. INTRODUCCION

2.1. HISTORIA

La enfermedad de Gaucher (EG) debe su nombre al médico francés Philippe
Charles Ernest Gaucher, quién, en 1882, encontr¢ infiltracion del parénquima por
unas ceélulas grandes de aspecto espumoso en la necropsia de una mujer joven
fallecida por caquexia y esplenomegalia, diagnosticada erréneamente como un
epitelioma primitivo del bazo. Seria posteriormente, en 1885, al aparecer un caso
similar, cuando la enfermedad recibié su nombre actual. Posteriormente, se hicieron
muchas suposiciones sobre cual podia ser la causa de la enfermedad, entre las que
destacan una posible toxina sistémica o procesos inflamatorios entre otras’.
Finalmente, en 1905, Brill> sugiri6 que se trataba de una enfermedad de caracter
genético que implicaba el bazo, el higado y la médula ésea. En 1934 Aghion?
identifica el glucocerebrosido como el material acumulado, afios més tarde Brady
(1965)* demostréd que era causado por déficit del enzima GC y posteriormente
Horowitz (1989)° describi6 la estructura gen causal y del pseudogén.

2.2. ETIOPATOGENIA

La principal causa de esta enfermedad es el depoésito de un tipo de
glucocerebrosido, debido a la deficiencia del enzima lisosomal (-
glucocerebrosidasa, B-glucosidasa acida o glucosilceramidasa (GC, EC 3.2.1.45),
clave en una de las dultimas etapas en la ruta de degradacion de los
glucoesfingolipidos

. . GM1-Gangliosido
complejos (Figura 1), l
. M1 Glangliosidosis §, GM1-B-galactosidasa
moléculas presentes en ~ ©M1 Glangliosidosis Fa—
GM2-Gangliosido
Ias mem bra nas Tay-Sochs, Sandhooff B-Hexosaminidasa
| | AB varionte
celulares, mphcgdgs en GM3-Gangliosido
el reconocimiento Siolidosis l Neuraminidasa
celular, asi como en las Lactosilceramida
respuestas lcauc«-s-pumm;a
proliferativas y Glucosilceramida Digalactosilceramida
apoptaticas®, y lwum,.bmidm Faley 1a-;alactosidasaA
i Krabbe
prgdgmdas Ceramida — Galactosilceramida
principalmente, en los ” Egaactosiceramdasa
Leucodistrofio "
procesos de % - omm,l Arilsulfatasa A
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sa gu’ eas’ por los e
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Figura 1. Catabolismo lisosomal de los glucoesfingolipidos. Indicado en
rojo la reaccion enzimatica responsable de la enfermedad de Gaucher.
Adaptado de Jay Garcia, et al.



La GC actua como catalizador en la reaccion de hidrélisis de la glucosilceramida,
generando como productos de la reaccion glucosa y ceramida. (Figura 2).

Saposina |
o |

\ / CERAMIDA
B -Glucocerebrosidasa \ H

Figura 2. Reaccion catalizada por la B-glucosidasa 4cida. La proteina saposina C actua como activador de la
enzima para que ésta lleve a cabo su rol catalitico.

GLUCOSILCERAMIDA —-

Defectos cataliticos del centro activo,
desregulacion de la expresion proteica o
falta de interaccion con los activadores
enzimaticos conllevan un depdésito del
sustrato de la reaccion en el lumen de
los lisosomas de los macrofagos
principalmente, formandose agregados
en su interior que confieren a la célula
un aspecto espumoso o de “papel

¥ &

arrugado”, visible mediante tincion con Figura 3. Célula de Gaucher. Citoplasma con el
May-Grunwald-Giemsa por  caracteristico aspecto de papel arrugado debido a la

. , Lo . acumulacion de glucosilceramida. Adaptado de:
microscopia  optica  (Figura  3),  american Society of Hematology,

denomindndose “células de Gaucher hitps./imagebank.hematology.org/
(CG)” &,

2.2.1. Implicaciones hematologicas, viscerales y 6seas

La eliminacion de hematies y leucocitos envejecidos es llevada a cabo por el sistema
fagocitico mononuclear; por lo que el acumulo de glucosilceramida sera mas
destacable en aquellos tejidos en los que su presencia sea mayor. De esta forma,
se producira una infiltracion de las CG en la médula 6sea, bazo e higado
principalmente, aunque también en otros 6rganos, originando las manifestaciones
de la enfermedad?®. Sus sintomas dependeran del lugar y la rapidez del acumulo,
determinado por el grado de retencion de la misma en el reticulo endoplasmatico y
su degradacion en el proteosoma®.

En la medula 6sea, el desplazamiento del tejido hematopoyético por las CG
infiltradas, reduce la génesis de células sanguineas. Ademas, el aumento del
tamano del bazo (esplenomegalia) aumenta la actividad del mismo, contribuyendo



a la desaparicion temprana de dichas células, causando citopenias generalizadas
(anemia, trombocitopenia y, menos frecuentemente, leucopenia)'®.

La infiltracion visceral da lugar a esplenomegalia en un 95% de los casos y
hepatomegalia en el 80%, presentandose generalmente de manera conjunta'. Por
otro lado, como consecuencia del acumulo de CG, aparecen complicaciones 6seas
(80% de los pacientes), siendo el factor mas incapacitante de la enfermedad, que
pueden incluir: dolor cronico o agudo en forma de crisis 0seas, osteopenia,
osteonecrosis (cabeza femoral principalmente y zona proximal de humero y tibia en
ocasiones), osteoporosis, lesiones osteoliticas y mas raramente osteomielitis
aguda'.

2.2.2. Base genética
La enfermedad esta causada

en la mayoria de los casos por E % EE E E E
mutaciones en el gen GBA,

que codifica para la enzima Loci CM000663.2 = GRCh38.p10: 155.234.452-155.244.699

GC.' Este gen se localiza en la Figura 4. Estructura de gen GBA. Gen compuesto por dos zonas
region g21 del cromosoma 1,y  reguladoras no traducidas en 5’y 3', 11 exones y 10 intrones. Figura
consta de dos regiones no escalada. Fuente: www.ensembl.org.

PROMOTOR
EXON 1

reguladoras de la expresion en posicion 5’y 3’, 11 exones y 10 intrones (Figura 4).
La heterogeneidad de las variantes genéticas de significado patologico y la
frecuencia de aparicion en GBA, quedan recogidos en la Figura 5.

M sin sentido

M ayuste

M reguladoras
deleciones pequenias

H inserciones pequefias

M deleciones grandes

H inserciones grandes/duplicaciones

M reordenamientos

Figura 5. Frecuencia de las variantes genéticas patogénicas del gen GBA. Existen mas de 400 mutaciones
diferentes recogidas en el Human Gene Mutation Database de la Universidad de Cardiff. Fuente:
www.hgmd.cf.ac.uk.

A 16 kb del extremo 3’ del gen funcional se localiza un pseudogén, que presenta
una homologia del 96% con el gen estructural® y un tamafo inferior debido, por un
lado, a deleciones en los intrones 2, 4, 6y 7, correspondientes a elementos Alu, y a
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una delecion de 55 pb en el exdn 9. Su presencia complica la identificacion y
caracterizacion de mutaciones en el gen GBA a la hora de realizar el diagndéstico
genético.

Mas raramente, la EG puede estar causada por un déficit de la proteina saposina
C, activadora de la GC (ver Figura 2)', codificada por el gen PSAP, localizado en
la region g22.1 del cromosoma 10 , dando lugar a un precursor proteico
denominado prosaposina, a partir del cual se generan las formas activas de la
proteina (saposinas A, B, C y D) mediante procesamiento proteolitico post-
traduccional del precursor mencionado.

2.3. CLASIFICACION Y SINTOMATOLOGIA

Actualmente la EG es considerada como un continuo desde los fenotipos
asintomaticos hasta las formas letales, pero clasicamente se han diferenciado tres
formas principales: El tipo 1, el mas frecuente y menos grave de ellos, caracterizado
por hepatoesplenomegalia, anomalias hematologicas y afectacion esquelética, pero
sin afectacion neuroldgica. El tipo 2, menos frecuente y mas agresivo, con
presentacion en los primeros meses de vida, caracterizandose por una pronunciada
hepatoesplenomegalia y severas manifestaciones neurolégicas, falleciendo antes
de los 2 anos. El tipo 3, al igual que el anterior, se manifiesta durante la nifiez o
juventud, pero es menos grave, e incluye manifestaciones neurolégicas de
desarrollo mas lento y progresivo, y trastornos hematologicos y esqueléticos™.

2.4. PREVALENCIA

La EG afecta a hombres y mujeres por igual, siendo el tipo 1 el mas frecuente (94%
de los casos). La prevalencia postulada de la EG es de 1/100.000 nacidos vivos,
por lo que es considerada una enfermedad rara, a excepcion de en poblacion judia
Ashkenazi, donde la prevalencia es de 1/850'. Existe también una frecuencia
mayor en la region Norrbotten (Suecia), donde tiene una prevalencia de 1/50.000,
segun National Organization for Rare Disorders.

En Espania, se registran hasta la fecha 405 pacientes, segun datos de la Fundacion
Espafiola para el Estudio y Tratamiento de la Enfermedad de Gaucher y otras
lisosomales (FEETEG), siendo Aragon la quinta comunidad autonoma con mayor
prevalencia de nuestro pais (7,5%).

2.5. BIOMARCADORES

Los biomarcadores son moléculas indicadoras de procesos fisioloégicos, normales o
patologicos, que pueden ser medidas y evaluadas tanto para realizar el diagnostico
de enfermedades, como para monitorizar la respuesta al tratamiento’®.

En EG, los mas utilizados son la enzima quitotriosidasa (QT) y la citocina
CCL18/PARC'""8  Estos biomarcadores se elevan, por ejemplo, en procesos



inflamatorios inespecificos, siendo sus niveles en la EG especialmente elevados en
contraste con otras patologias.

Se han propuesto otros biomarcadores como ferritina total, ferritina glicosilada,
transferrina, enzima convertidora de angiotensina, fosfatasa acida resistente al
tartrato (TRAP), etc. siendo todos ellos menos especificos y sensibles que la QT y
la concentracion de CCL18/PARC.

Mas recientemente, se ha identificado un biomarcador mas sensible y especifico
para la EG, la concentracion de glucosilesfingosina. Este biomarcador procede de
la reaccion de deacilacion de la glucosilceramida, sustrato acumulado en la EG.

2.6. DIAGNOSTICO

El diagnostico diferencial de la enfermedad implica demostrar la reducida actividad
enzimatica de la GC en extractos celulares. Se han aplicado diferentes
metodologias in vitro, siendo una de las mas sensibles y mas ampliamente utilizadas
el uso de 4-metilumbeliferil-3-D-glucopiranosido, analogo estructural del sustrato de
la enzima modificado covalentemente con una molécula reportera, para detectar la
actividad enzimatica presente en el extracto celular (Figura 6). In vitro, se
reproduciran las condiciones de reaccion fisiolégicas del lisosoma (pH 5, 37°C) y
en presencia de taurocolato soédico como activador, se producira la hidrolisis
enzimatica del sustrato artificial, liberandose la molécula reportera, 4-
metilumbeliferona (4-MU), detectable mediante espectrofluorometria (Aexcitacion=366
nM y Aemisen=446 nm). La concentracion de 4-MU liberada en la reaccion sera
proporcional a los moles de sustrato procesados por la enzima en una unidad de
tiempo determinada?®.

CHs

ﬁ@ﬁ
HO' [elie]

Ho\(ﬁo)—-o/‘
Ho)_/t)u > B -Glucocerebrosidasa \

4-Metilumbeliferil-
B-D-glucopiranésido

Figura 6. Representacion esquematica de la reaccion in vitro catalizada por la B-glucosidasa &cida. El producto
fluorogénico 4-MU nos permite mesurar el proceso de catalisis enzimatica.

Una vez constatado el déficit enzimatico, debe procederse a identificar la variante
genética en el gen GBA que causa el menoscabo enzimatico. Se conocen mas de
400 variantes genéticas patogénicas relacionadas con la EG. En Espafa, se han
detectado 66 distintas, representado solo dos de ellas (p.Asn409Ser vy
p.Leud483Pro, NP_000148 [www.ncbi.nim.nih.gov]) el 70% de la totalidad de los
alelos identificados. Es por esta razdn, a la hora de realizar el diagnéstico genético



en nuestra poblacién, se recomienda genotipar primero estas variantes. En caso de
no completar con ellas el genotipo del paciente, se procedera a realizar la
secuenciacion de las regiones reguladoras y codificantes del gen?'.

Existe una aproximacion, de gran utilidad a la hora de realizar un cribado de los
pacientes, pero que no constituye una técnica de diagnostico en si, ya que tiene
que ser confirmada por andlisis genético o por medida de la actividad en extracto
celular: la determinacion de la actividad enzimatica en gota de sangre seca (GSS).

2.7. TRATAMIENTO
En la actualidad, existen dos realidades terapéuticas en la EG, la terapia de
sustitucion enzimatica (TSE) y la de reduccion de sustrato (TRS).

La TSE se basa en la administracion exégena de la enzima recombinante activa
generada en modelos mamiferos o vegetales. Actualmente, existen tres enzimas
recombinantes disponibles: la imiglucerasa, la velaglucerasa y la taliglucerasa.

EI TRS consiste en la administracion de un inhibidor selectivo de la glucosilceramida-
sintasa, enzima que sintetiza la glucosilceramida siendo el sustrato de la GC. Se
administra de forma oral, y a diferencia de la TSE, puede atravesar la barrera
hematoencefélica o llegar a lugares con poca vascularizacion como el hueso.
Miglustat o Eliglustat son los dos farmacos disponibles en el mercado para este tipo
de tratamiento®.

Existen otros tratamientos alternativos al TSE y TRS: |a terapia génica, el trasplante
de células madre hematopoyéticas y el uso de chaperonas farmacoldgicas. Sin
embargo, a pesar de los numerosos intentos, aun no se ha conseguido que ninguno
de ellos proporcione los resultados esperados.

3. OBJETIVO

El objetivo principal de este trabajo es optimizar un nuevo método de cribado de
potenciales pacientes de la EG basado en la determinacion de la actividad
enzimatica de la GC en un soporte ampliamente utilizado en cribados bioguimicos
poblacionales como es la sangre seca sobre un papel de filtro.

Como objetivo secundario, se comparara el método de cribado en GSS optimizado
con el método de diagnostico enzimatico de referencia para la EG.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. POBLACION DE ESTUDIO

En este trabajo se incluyeron de forma retrospectiva (septiembre 2015 - enero
2018) y prospectiva (febrero 2018 - mayo 2018) individuos categorizados
genéticamente como afectos de EG, portadores de un alelo patogénico para la EG
provenientes del estudio familiar, asi como individuos control sanos.
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Todos los participantes del estudio autorizaron el uso de los excedentes de las
fracciones biologicas empleadas en el proceso diagnostico, para fines de
investigacion mediante la firma del pertinente consentimiento informado depositado
en el Registro Espanol para la Enfermedad de Gaucher gestionado por la FEETEG
sito en Zaragoza.

Este estudio se desarrolld de acuerdo con los principios recogidos por la Asociacion
Médica Mundial en la Declaracion de Helsinki, Finlandia, de 1964 y enmendado en
la conferencia de Fortaleza, Brasil, de 2013.

4.2, ESPECIMENES BIOLOGICOS

Se recogiod, mediante puncion intravenosa, sangre total periférica anticoagulada con
acido etilendiaminotetraacético (EDTA). El mismo dia de la recepcion de la muestra
se dispenso la sangre en las tarjetas de papel de filtro tipo Guthrie y se procedi6 al
aislamiento de las fracciones plasmatica y celular leucocitaria.

4.2.1. Tarjetas tipo Guthrie

El almacenamiento de la sangre en este tipo de tarjetas permite su conservacion
durante largos periodos de tiempo. Elaboradas con celulosa y algoddn, contienen
una serie de sustancias quimicas que lisan las celulas, precipitando las proteinas y
protegiendo el DNA, disminuyendo asi el riesgo de contaminacion de la muestra. Se
dispensaron 35pL de sangre por area circular en tarjetas Whatman® 903, dejandose
secar 24 horas a temperatura y humedad relativa controladas. Posteriormente se
almacenaron en bolsas de plastico con cierre hermético junto con material
desecante a -20°C en una camara congeladora (12339, Koxka Zaragoza) hasta su
ensayo.

4.2.2. Aislamiento de leucocitos

La obtencion de leucocitos a partir de sangre total periférica con EDTA se realizd
siguiendo el protocolo indicado a continuacion. En una jeringuilla de 20mL, se
aspiraron 5mL de dextrano 3% [masa/volumen (m/v), obtenido a partir de
Leuconostoc spp, Sigma®] en solucién salina isotonica de NaCl 0,9mg/mL (m/v,
Meinsol®) y 14mL de sangre; se homogenizé y se dejé decantar mediante
gravimetria durante 2 horas. El dextrano es un polisacarido ramificado que permite
la separacion de las células en base a su tamano gracias a la formaciéon de una red
tridimensional de entre 450.000 y 600.000 kDa. Posteriormente se recogio la fase
superior donde se encuentran las células de la serie blanca y se centrifugd a 2000g
durante 10 minutos (5702, Eppendorf) para para precipitar las células y
resuspenderlas en 1mL de medio salino; se afiadieron 5mL de NH4ClI 0,83% (m/v,
Sigma®) y se dej6 actuar a temperatura ambiente durante 10 minutos, con el
objetivo de lisar los hematies restantes. Para finalizar el proceso, se volvié a
centrifugar a 2000g durante 10 minutos, obteniéndose un precipitado de leucocitos
que se resuspendio en 3mL de medio salino y se alicuotod en otros tantos microtubos
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de ensayo de 1,5mL. Finalmente, se centrifugaron los tubos a 9000g durante 30
segundos (Spectrafuge 24D, Labnet), se descartd el sobrenadante y se
almacenaron temporalmente hasta su ensayo los precipitados de leucocitos a -20°C
en una camara congeladora (12339, Koxka Zaragoza).

4.3. ACTIVIDAD B-GLUCOSIDASA ACIDA EN GOTA DE SANGRE SECA

4.3.1. Optimizacién del método
Se revisaron los procedimientos utilizados en algunos articulos publicados
anteriormente, los cuales quedan recogidos en la Tabla 1.

Tabla 1. Reactivos y condiciones en las publicaciones de referencia consultadas

Articulo Discosde  Tampodn de elucidon Sustrato Tiempo de Tampodn de
3mm incubacién/T2 parada
Kang et al.?3 1 CP0,2M (pH=5,2) +  4-MUPBGLU 20h/37°C GCO0,17M
TDC 0,9% + 5mM (pH=10,5)
Triton X-100 0,15%
Verma et al.?* 1 CP 0,4M (pH=5,5) + 4-MUBGLU 5h/37°C EDA 0,3M
TC 0,2% (pH=5,5) 5mM
Chamoles et al.?® 1 TDC 0,75%(w/v) + 4-MUBGLU 20h/37°C EDA 0,13M
CP 0,4M (pH=5,2) 0,02M (pH=11,3)
Aldemir et al.?® 2 TDC 4-MUBGLU 20h/37°C EDA 0,1M
(pH=4,4) 20mM
Uribe et al.?’ 1 CP0,3M (pH=5)+  4-MUBGLU 24h/37°C GCO0,17M
TDC 1%+ CBE0.5mM  20mM (pH=10)

CP: Citrato-fosfato; TDC: Taurodeoxicolato; 4-MUBGLU: 4-metilumbeliferil-3-D-glucopirandsido; GC: glicina-
carbonato, TC: Taurocolato, EDA: etilendiamina; CBE: conduritol-3-epdxido.

Tras la revision de la literatura, se procedio a optimizar diversas variables: En primer
lugar, se valord la utilizacion para la elucion de los discos impregnados en sangre
de tampodn taurocolato sédico 3,6% (m/v) + Tritén X-100 0,6% [volumen/volumen
(v/v)] y tampodn taurodeoxicolato sodico 3,6% (m/v) + Tritdn X-100 0,6% (v/v). Una
vez establecido el mejor tampdn de elucion se determind el tiempo 6ptimo de
incubacion de la reaccidon mediante parametrizacion de cinética enzimatica
utilizando muestras de controles sanos. En tercer lugar, se optimizé la cantidad de
muestra, realizando ensayos eluyendo uno y dos discos impregnados en sangre y
secados de acuerdo con el apartado 4.2.1. Finalmente, se valoro la sensibilidad a
la que debia realizarse la lectura de la fluorescencia en el espectrofotémetro.

Para la realizacion de las pruebas de optimizacion descritas, las muestras fueron
ensayadas por triplicado (contando cada una de ellas con su correspondiente
blanco), segun el procedimiento que sigue: tras la elucion del/los disco/s en 375uL
de tampon de elucion mediante agitacion continua (F200, Falc) a temperatura
ambiente durante una hora. Se afadieron 50uL del eluido a los pocillos demlas
réplicas de ensayo, de una placa de micrométodo de poliestireno de 96 pocillos



especial para ensayos de fluorimetria (Thermo Scientific). A continuacion, se
anadieron 150uL del tampon de reaccién a los pocillos de las réplicas de ensayo y
los pocillos de las réplicas control negativo, conteniendo cada uno de ellos 1,5uL
de 4-MU-B-D-glucopiranésido en di-metil-sufoxido (DMSO) 0,825M y 148,5uL de
tampon citrato 0,1M—fosfato 0,2M (pH=5,0). Las placas fueron selladas con laminas
de aluminio para placas de micrométodo (VWR) e incubadas en un bano seco
(Heraeus, Thermo Scientific) a 37°C durante tiempo variable indicado en el
apartado 3.3.2. La reaccion se detuvo adicionando 100uL de etilendiamina 0,3M
(pH 11) a todos los pocillos. Finalmente se adicionaron 50uL del eluido, mantenido
a temperatura ambiente, a los pocillos de las replicas control negativo. Se realizaron
dos lecturas (Aexcitacion=366 NM Y Aemisisn=446 Nm) en un fluorimetro de placas (Sinergy
HT, Biotek). La media de la lectura de la fluorescencia cruda de las réplicas de
ensayo se normaliz por la diferencia de la lectura de la fluorescencia cruda de las
réplicas control negativo del mismo individuo. El valor de esta diferencia se interpol6
en una recta de calibracion, utilizando la molécula reportera 4-MU como estandar.
Dicha recta se construyé mediante la realizacion de diluciones seriadas, partiendo
de una solucion de trabajo 8uM de 4-MU, obteniéndose un rango de 0-400 pmoles.
La actividad enzimatica se expreso en umoles de 4-MU liberada por litro de sangre
por hora. Todos los reactivos utilizados en esta técnica fueron proporcionados por
Sigma®.

4.3.2. Cinética enzimatica

Se realizaron pruebas de cinética enzimatica incubando la misma muestra control a
diferentes tiempos (intervalo 3-30h), segun el procedimiento descrito en 4.3.1, tras
los cuales se midio la fluorescencia producida (Sinergy HT, Biotek).

4.3.3. Pruebas de estabilidad

Para determinar las condiciones ¢ptimas de almacenamiento de las tarjetas de GSS
se analizd la influencia de los diversos factores pre-analiticos?®?° que pudieran
comprometer la estabilidad de la enzima en el soporte del papel de filtro (tiempo de
almacenamiento desde la extraccion y temperatura’humedad relativa del
almacenamiento). Para ello, se tomaron muestras de GSS de un sujeto control sano
que fueron almacenadas a -20°C (12339, Koxka Zaragoza), a +4°C (3KEB5611,
Balay) y a temperatura ambiente, respectivamente; se determind la actividad
enzimatica (metodologia descrita en 4.3.1) ensayando triplicados de cada muestra
para cada temperatura de almacenamiento cada 7 dias durante 56 dias,
analizandose la tasa de reduccion de actividad enzimatica entre el dia 0 y el dia 56.

4.3.4. Control de calidad

Con el fin de asegurar la calidad y validez de los ensayos, cada muestra se analizd
por triplicado, y se introdujeron tres sujetos control previamente testados en cada
placa: un afecto, un portador y un sujeto sano. Se permitié un 20% de variabilidad
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interensayo y un 10% intraensayo. La variabilidad interensayo de las pendientes de
las rectas de calibracion tampoco podia superar el 10%.

4.4, ACTIVIDAD B-GLUCOSIDASA ACIDA EN EXTRACTO LEUCOCITARIO

La actividad GC en leucocitos se determind segun el método descrito a
continuacion, adaptado del de Raghavan et al.?® Los extractos leucocitarios se
resuspendieron en 400uL de tampon taurocolato 1% (m/v), y las se células se
lisaron utilizando ultrasonidos (75156, Vibra Cell) durante 2,15 minutos a una
intensidad del 40%. Tras centrifugar a 25.000g durante 10 minutos a temperatura
de +4°C (4-16K, Sigma Sartorius), se recogid el sobrenadante, donde se
encontraba la GC, y se congel6 a -20°C (12339, Koxka Zaragoza). Transcurridas
24 horas, las muestras se descongelaron a temperatura controlada de +4°C
(3KEB5611, Balay) y volvieron a centrifugar a 25.000g durante 5 minutos a
temperatura de +4°C (4-16K, Sigma Sartorius). Recogido el sobrenadante, la
concentracion de proteina total se determiné cuantificando la absorbancia a 280nm
mediante un espectrofotémetro (Nanodrop 2000c, Thermo Fisher) y se ajusté a
1mg/mL usando tampon taurocolato 1% (m/v). Se ensayd por triplicado, en un
microtubo de ensayo de 1,5 mlL, 50uL de este extracto de proteinas de
condentracion 1mg/mL al que se anadié 150ulL del tampon de reaccion, compuesto
por 4-MU-B-D-glucopiranésido 16mM preparado en agua destilada, tampon citrato
0,1M—fosfato 0,2M (pH=5,0) y tampodn taurocolato 2% (m/v) + Triton X-100 1% (v/v),
todos ellos a partes iguales. Tras 2 horas de incubaciéon a 37°C usando un bafio
seco (Multiplacas, Selecta), se paro la reaccion con etilendiamina 0,1M (pH 11,0) y
se midio la fluorescencia producida por la 4-MU (Aexcitacion=366 NM Y Aemisicn=446 nm)
en un fluorimetro (LS45, Perkin Elmer). La media de la lectura de la fluorescencia
cruda de las réplicas de ensayo se normalizd por la diferencia de la lectura de la
fluorescencia cruda de las réplicas control negativo del mismo individuo. El valor de
esta diferencia se interpold en una recta de calibracion, utilizando la molécula
reportera 4-MU como estandar. Dicha recta se construy¢ mediante la realizacion
de diluciones seriadas, partiendo de dos solucion de trabajo, una 25uM y otra 20uM
de 4-MU, obteniéndose un rango de 0-2,5 nmoles. La actividad enzimatica se
expresé en nanomoles de 4-MU liberada por mg de proteina por hora. Todos los
reactivos utilizados en esta técnica fueron proporcionados por Sigma®.

4.5.  ANALISIS ESTADISTICO

El anélisis estadistico de los datos se realizd utilizando SPSS (IBM, version 25.0)%,
el programa libre R (version 3.4.0)%" y el paquete R commander (version 2.4.4)%2,
Las variables cualitativas fueron descritas segun su frecuencia y porcentajes y
comparadas mediante inferencia con el test de Chi cuadrado o el test exacto de
Fisher. La normalidad de la distribucion de las variables cuantitativas se analizo con
el test de Kolmogorov-Smirnov y éstas fueron descritas con la mediana y el rango
intercuartilico (Percentil 25 - Percentil 75). La determinacion de las diferencias entre
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los grupos de estudio se hizo con los test no paramétricos de Mann-Whitney y
Kruskal-Wallis. La correlacion entre las actividades enzimaticas medidas en GSS y
en leucocitos se estudid mediante el test de Spearman. La sensibilidad,
especificidad y el valor de corte de la técnica de GSS se establecieron mediante
una curva caracteristica operativa del receptor (COR) calculando el indice de
Youden.

Todos los test fueron realizados tomando un nivel de significacion bilateral de
a=0,05.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. POBLACION DE ESTUDIO

Tras revisar la base de datos de la FEETEG, se seleccion¢ una poblacion de estudio
integrada por 85 individuos, entre los que se encontraban 45 controles sanos, 22
portadores y 18 afectos de EG (Tabla 2).

Tabla 2. Datos demograficos de la poblacion de estudio

Grupo Subtotal Mujeres Hombres Edad” Sin datos
n (%) n (%) n (%) [Mediana (RIC)] n
Controles 45 (52,9) 22 (48,9) 23 (51,1) 40,2 (28,5-50,5) 30
Portadores 22 (25) 10 (45,5) 12 (54,5) 41,0 (30,5-48,5) 14
Afectos 18 (21,2) 4(22,2) 14 (77,8) 34,0 (11,5-42,5) 4
Total 85 36 (42,2) 49 (57,8) 38,0 (16,0-46,0) 48

*RIC = Rango intercuartilico = (Percentil 25 -Percentil 75). La columna “Sin datos” corresponde al nimero de
individuos de los que no se conocia la edad.

No existen diferencias significativas en cuanto a la distribucion del género (p=0,24),
ni respecto a la edad (p=0,39) entre los diferentes grupos de estudio.

5.2. METODO OPTIMIZADO PARA EL ANALISIS DE B-GLUCOSIDASA ACIDA
EN GOTA DE SANGRE SECA

Tras la realizacion de las pertinentes pruebas de optimizacion indicadas en el

apartado 4.3.1 de este trabajo, los resultados obtenidos para cada una de las

variables propuestas quedan descritos a continuacion.

Los tampones taurocolato sédico 3,6% (m/v) + Triton X-100 0,6% (v/V) vy
taurodeoxicolato sodico 3,6% (m/v) + Triton X-100 0,6% (v/v) fueron ensayados con
uno y dos discos, a 3, 5y 22 horas, comprobando como variaban los valores de
actividad segun la cantidad de proteina eluida (Figura 7).
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No existian diferencias significativas la utilizacion de un tampon de elucion u otro
(p<0,05), por lo que se optd por utilizar un solo disco en la elucion, para tratar de
preservar la mayor cantidad de muestra intacta, y taurocolato sodico 3,6% (m/v) +
Triton X 100 0,6% (v/v) como eluyente, por analogia con el procedimiento en
leucocitos.
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Figura 7. Variacién de la actividad enzimatica en las pruebas de optimizacion. Comparacion de los valores de
actividad obtenidos, expresados en umol de 4-MU liberada/L sangre/h, utilizando como eluyentes los tampones
Ay B. Tampon A: tampon taurocolato sodico 3,6% (m/v) + Triton X-100 0,6% (v/v). Tampdn B: tampodn
taurodeoxicolato sédico 3,6% (m/v) + Tritdn X-100 0,6% (v/v).

A continuacién, con las condiciones indicadas en este mismo apartado, se ensayo
la cinética de la enzima (Figura 8), segun el protocolo descrito en la subseccion
4.3.1 del apartado de material y métodos.

Se observo que entre las
10-22h de incubacion, la

3% 3'2 tasa de incremento de
E 25 actividad enzimatica era
s claramente menor sin
-fé 15 haber alcanzado la fase
E 1 de meseta, por tanto, se
0,5 decidié que el tiempo de

0 incubacion 6ptimo para

0 10 20 30

este ensayo era de 22
horas.

Tiempo

Figura 8. Curva de cinética enzimatica. Actividad expresada en umol de 4-
MU liberada/L sangre/h, respecto al tiempo, en horas.
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Finalmente, y teniendo en cuenta
los valores de fluorescencia

Tabla 3. Sensibilidad de la deteccion fluorimétrica

obtenidos al ensayar una muestra Sensibilidad (%) Fluorescencia (URF)
control bajo las condiciones 29 1411
anteriores durante 22 h (Tabla 3), 60 5513
L o 70 16757
se escogid una sensibilidad de 80 43640
lectura en el fluorimetro del 70%, lo g
20 Saturacion

que permitia diferenciar controles y
portadores de afectos, sin superar
el limite de deteccién del equipo.

5.3. DESCRIPCION DEL METODO

URF=unidades relativas de fluorescencia.

Teniendo en cuenta los resultados de las variables optimizadas en el apartado 5.2,
asi como el procedimiento recogido en el apartado 4.3.1 de materiales y métodos,
el procedimiento final de cribado quedd optimizado como se detalla en la Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones optimizadas de las variables metodologicas del ensayo enzimatico

Variable Reactivo/Condicién
N2 de discos de 3m 1
Tampon de elucién 50uL taurocolato sodico
3,6% (m/v)
+ Triton X-100 0,6% (v/v)
Tiempo de elucién 1h

1,5uL 4-metilumbeliferil-3-
D-glucopiranésido 0,825M
+148,5uL Tampon citrato
0,1M — fosfato 0,2M (pH 5)
Valores indicados por micropocillo

Tampon de reaccion

Los valores de actividad enzimatica
obtenidos en las muestras GSS bajo
dicho protocolo demuestran seguir un
tipo de distribucion no normal, p<0,001,
por lo que se le aplicaran test no
paramétricos (Figuras 14 y 15, Anexo ).

La actividad enzimatica de la GC en GSS
se ilustra en la Figura 9; en cada uno de
los grupos de estudio existen diferencias
estadisticamente significativas entre los
controles y el resto de los grupos (Tabla
5).
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Variable Reactivo/Condicién
Tiempo de 22h
incubacion
Temperatura de
incubacion 3r°C
Tampon de parada 100uL etilendiamina
0,3M (pH 11)

Sensibilidad de 70%
lectura

8

7

6

5

4

Actividad enzimatica
w

AFECTOS PORTADORES CONTROLES

Tipo de muestra

Figura 9. Diagrama de dispersién de la B-glucosidasa
acida en gota de sangre seca. Actividad expresada
en umol de 4-MU liberada/L sangre/h, de los 85
sujetos de estudio, separados por grupos.



Tabla 5. Actividad de la B-glucosidasa acida en gota de sangre seca

Actividad Enzimatica

Grupo Mediana RIC P
Controles 3,20 2,7-3,8 -
Portadores 2,29 1,9-2,8 4,12-10°
Afectos 1,25 0,9-1,5 1,44-10°

Actividad enzimatica expresan en umol de 4-MU liberada/L sangre/h. RIC=rango intercuartilico (percentil 25-
percentil 75).

En el caso particular de los portadores, sus actividades eran menores que las del
grupo control, pero mas altas que las de los afectos, generando un rango de valores
caracteristico de los heterocigotos. Sin embargo, existe un solapamiento con los
controles, por lo que ambos grupos no pueden ser distinguidos basandonos
exclusivamente en la actividad enzimatica, como ya apuntaban investigaciones
previas®2°, A pesar de ello, y puesto que los valores en afectos son sustancialmente
mas bajos que en portadores y controles, puede afirmarse que, el método propuesto
es util para detectar potenciales pacientes de EG en estudios de cribado
poblacional.

Es importante remarcar el hecho de que este nuevo protocolo cumple con el
proposito de facilitar la identificacion de posibles pacientes, reduciendo el numero
de individuos en los que se aplicaran metodos mas laboriosos, como son el ensayo
enzimatico en extracto leucocitario o el analisis genético, pero no constituye por si
mismo un método diagndstico de la enfermedad. Los individuos que se muestren
como sospechosos en este test seran finalmente diagnosticados mediante el
ensayo en extracto leucocitario en primera instancia

5.4. EVALUACION DE LA SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD Y PUNTO DE
CORTE DE LA B-GLUCOSIDASA ACIDA EN GOTA DE SANGRE SECA

10

Mediante la realizacion de una
curva caracteristica del operador
(Figura 10) y el calculo del indice 08
de Youden, se determind un valor
de actividad enzimatica de 2,06
pumol/L sangre/h como valor de
corte para diferenciar afectos de
EG del resto de individuos.

06

Sensibilidad

04

02

Figura 10. Curva caracteristica operativa del
receptor (COR) Muestra la relacion entre la
sensibilidad y 1-especificidad (falsos positivos). .y 02 04 06 08 1.0
Area bajo la curva = 0,99.

1 - Especificidad
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La actividad en GSS como predictor de EG tiene un area bajo la curva de 0,99
(intervalo de confianza al 95% = 0,97-1). La sensibilidad obtenida fue del 95% vy la
especificidad del 100%, lo que confirmé la validez del procedimiento.

Existe gran variabilidad entre los valores de corte reportados previamente por otros
autores como Kang et al. (30 umol/L sangre/h), Uribe et al. (5,6 pmol/L sangre/h) o
Aldemir et al. (0,92 umol/L sangre/h), estando el valor obtenido en el presente
trabajo dentro del rango de los mencionados. La disparidad encontrada entre
diferentes estudios evidencia la necesidad de cada laboratorio de establecer y
validar sus propios procedimientos para diferenciar individuos sanos de afectos,
teniendo en consideracion el efecto que ejercen las condiciones ambientales y las
caracteristicas de la poblacién de estudio. Se ha comprobado que los valores de
actividad enzimatica difieren entre nifos y adultos (lo que podria deberse a la
maduracion del sistema hepatico y linforreticuar con la edad)?33, asi como entre
etnias, lo que se vislumbra al comparar los rangos de actividad de afectos de EG
obtenidos en estudios en India (0,062-2 nmol/ml sangre/h)?* y Colombia (0,39-5,3
nmol/ml sangre/h)?.

5.5. CONTROL DE CALIDAD

Durante el analisis de las muestras en GSS, se comprob6 que, en general, los
resultados obtenidos cumplian con los criterios de calidad intraensayo establecidos.
La variabilidad interensayo entre los individuos control, asi como entre las
pendientes de las rectas de calibrado quedan recogidos en la Tabla 6. Fue
necesario repetir la placa 5 ya que no se cumplian las premisas de la variabilidad
optima interensayo, quedando ese lote de muestras invalidado.

Tabla 6. Variabilidad interensayo de la actividad B-glucosidasa acida en gota de sangre
seca

Grupo Placa 1 Placa 2 Placa 3 Placa 4 Placa 5 Placa 6
Control - 13 1 11 56 20
Portador - 1 17 15 15 2
Afecto - 13 13 1 60 11
Pendiente recta - 10 2 4 3 2

Los valores representan el coeficiente de variacion (CV) entre los valores de actividad obtenidos en una placa
y la anterior. Los valores limite establecidos previamente permitian un CV intraensayo menor al 20% para las
muestras y menor al 10% para la pendiente de la recta.

Los controles de calidad introducidos en los ensayos mostraron que la técnica era
reproducible, con una media en el coeficiente de variacion interensayo de 16,6%
(20,2% para los controles, 10% para los portadores y 19,6% para los afectos) lo
que no se aleja de lo recogido en articulos como el de Uribe et al., cuya variabilidad
media era del 14,7%.
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5.6. ESTABILIDAD

Trabajar con GSS, ya sea para cribado de la EG como en este caso o para otras
determinaciones, presenta numerosas ventajas, como la facilidad en la toma de
muestras, el transporte (no necesita refrigeracion) y el almacenamiento, o la
sencillez y sensibilidad de los métodos que las utilizan. Sin embargo, deben tomarse
algunas precauciones con el fin de evitar el deterioro de la enzima.

La principal de ellas seria el control de la temperatura de almacenamiento. Los
ensayos de estabilidad llevados a cabo, y cuyos resultados quedan representados
en la Figura 11, demuestran la dependencia entre la actividad enzimética y la
temperatura de almacenamiento. Transcurridas 8 semanas, los porcentajes de
actividad de las muestras a temperatura ambiente, a +4°C y a -20°C se redujeron
un 50%, 28% y 34%, respectivamente.

De acuerdo lo observado, asi como a experiencias anteriores?’, puede concluirse
que, durante las 8 primeras semanas de conservacion de la muestra, el deterioro
de la actividad enzimatica se ralentiza si la muestra es almacenada a temperaturas
mas bajas, no existiendo diferencias sustanciales entre su conservacion a +4°Cy -
20°C.
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Figura 11. Estabilidad pre-analitica de la actividad B-glucosidasa dcida en gota de sangre seca. Actividad
representada como % de variacion de la actividad enzimatica respecto del momento inicial a lo largo del tiempo
(en semanas) desde la toma de la muestra.

También deben valorarse factores como la frecuente leucopenia sufrida por los
afectos de EG, que podria afectar a la calidad de la muestra y, en consecuencia, a
determinacion analitica, segun han apuntado algunos autores?.

Otras limitaciones a tener en cuenta serian la antigledad de algunas muestras, ya
que se trata de un estudio ambispectivo, en las que el tiempo ha podido disminuir
considerablemente la actividad enzimatica en el caso de las muestras incluidas en
el estudio de manera retrospectiva; o la posibilidad de que, en pacientes tratados,
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los valores se vean ligeramente aumentados debido a la persistencia de enzima
recombinante o al TRS%*, a pesar de que las muestras estan tomadas transcurrido
el tiempo necesario como para que esto no ocurra.

5.7. ACTIVIDAD B-GLUCOSIDASA ACIDA EN LEUCOCITOS

Para comprobar la validez de este procedimiento de cribado en GSS segun su
exactitud para discriminar a los pacientes afectos de los no afectos, se busco
compararlo con el procedimiento de referencia que confirmase los resultados: la
determinacion de la actividad GC en extracto de leucocitos.

Los valores obtenidos tras realizar el
procedimiento de determinacion de la
actividad enzimatica en el extracto
leucocitario descrito con anterioridad en
el apartado 4.4 se muestran en la Figura
12. Al igual que en el caso anterior, la
diferencia de actividad enzimatica del
grupo de afectos respecto al resto fue
significativa (Tabla 7).

=
o

Actividad enzimatica

O B N W b U1 O N 0 ©

Figura 12. Diagrama de dispersion de la B-glucosidasa AFECTOS  PORTADORES CONTROLES
4cida en extracto leucocitario. Actividad expresada en

Ti t
nmol de 4-MU liberada/mg de proteina/h. Ipo de muestra

Tabla 7. Actividad de la B-glucosidasa acida en extracto leucocitario

Actividad Enzimatica
Grupo - 4]
Mediana RIC
Controles 6,5 1,71-7,38 -
Portadores 4,33 4-4,51 2,48-108
Afectos 0,96 0,52-1,26 7,53-10%°

Los valores de actividad enzimatica se expresan en nmol de 4-MU liberada/mg de proteina/h.

5.8. ACTIVIDAD B-GLUCOSIDASA ACIDA EN LEUCOCITOS VS GOTA DE
SANGRE SECA

Para llevar a cabo la validacion del procedimiento propuesto, se procedid a

comparar los valores de actividad en GSS con los obtenidos en el homogeneizado

de leucocitos de todas las muestras (Figura 13).

Debido a la naturaleza de las muestras, no puede demostrarse una correlacion
cuantitativa exacta entre ambas, ya que la actividad en GSS esta calculada sobre
un volumen aproximado de sangre en el disco de papel de filtro, y en el
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homogeneizado de leucocitos se expresa segun la cantidad de proteina
cuantificada previamente, o que hace a esta ultima medida mas precisa. Sin
embargo, a la vista de los resultados se puede afirmar que la correlacion cualitativa
entre ambas es buena ((p<0,001, p=0,72).

Actividad enzimética en extracto leucocitario

Actividad enziméatica en GSS

Figura 13. Actividad B-glucosidasa dcida en gota de sangre seca vs extracto leucocitario. Actividad en extracto
leucocitario expresada en nmol de 4-MU liberada/mg de proteina/h, y en gota de sangre seca en umol de 4-MU
liberada/L sangre/h.

6. CONCLUSIONES
El analisis de los resultados obtenidos en el presente estudio nos permite concluir

que:

1-

El analisis de actividad enzimatica en GSS es un metodo de cribado rapido y
fiable, util para detectar potenciales afectos de EG. La sensibilidad del 95%
y especificidad del 100% permiten descartar con certeza aquellos pacientes
con valores iguales o superiores a 2,06 umol/L sangre/h como afectos para
la EG.

Todo resultado, derivado del cribado mediante GSS, considerado como
andémalo (<2,06 umol/L sangre/h) requiere a posteriori realizar la
confirmacion en extracto leucocitario, a pesar de existir una buena
correlacion entre ambos procedimientos.
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CONCLUSIONS
The analysis of obtained results in the present study allows us concluding that:

10.

1-

The enzymatic analysis in DBS is a quick and reliable screening method,
useful to distinguish potential patients of Gaucher disease. Sensitivity of 95%
and specificity of 100% allows discard confidently patients with values above
2,06 pmol/L blood/h as affected.

In spite of the good correlation between both procedures, all result, coming
from this DBS screening, considered anomalous (<2,06 umol/L blood/h),
needs to be confirmed by performing the measurement of enzymatic activity
in leukocyte extract.
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