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ELECTROFORESIS CAPILAR

Introduccién

La separacion mediante electroforesis tiene lugar debido a la diferente movilidad que
presentan las moléculas en solucion bajo la accién de un campo eléctrico. En la
electroforesis capilar (CE), la separacién tiene lugar en un capilar de pequefio
diametro, lo que le confiere una serie de ventajas respecto a otros métodos de
separacion. Entre sus ventajas podemos destacar una alta resolucién, corto tiempo de
separacion, bajo coste de andlisis, pequeifo volumen de muestra requerido y bajo
consumo de reactivos. Ademads de éstas ventajas, cabe destacar la gran versatilidad de
esta tecnologia, ya que permite la separacién de una gran variedad de compuestos
idbnicos o neutros, tanto polares como apolares. También se puede aplicar a
compuestos de diferente peso molecular, desde pequefios iones hasta biomoléculas
de gran tamaiio. Todo ello, hace que la electroforesis capilar compita y complemente
otras técnicas de separacién mas establecidas como la electroforesis convencional o la
cromatografia.

La electroforesis convencional fue descrita por el bioquimico sueco Arne Tiselius en
1937, por lo cual le fue concedido el premio Nobel de Quimica en 1948, y desde
entonces se ha utilizado como técnica de separacidn. El uso de capilares como soporte
electroforético no se llevo a cabo hasta 1967, cuando Stellan Hjertén empleo capilares
de 3 mm de didmetro interno. Mas tarde, en la década de los 70, Virtanen y Mikkers
mediante el uso de capilares de 200 um de diametro interno, demostraron algunas de
las ventajas de utilizar capilares como soporte de electroforesis: se evitaba el
calentamiento por el efecto Joule y esto permitia trabajar a altos voltajes, mejorando
asi la resoluciéon y el tiempo de andlisis. En el afio 1981, Jorgenson describid
separaciones utilizando por primera vez un tubo capilar de 75 um de didmetro interno
y voltajes mas elevados. En capilares de tan pequeifio didmetro interno se da el
fenédmeno de electrodsmosis, que permite el movimiento de los compuestos a lo largo
del capilar con mucha menor dispersion de la que se observa en la cromatografia
liquida. En este trabajo quedd patente el gran potencial de separacion de esta técnica,
y tan solo ocho afios después aparecid el primer aparato comercial de electroforesis

capilar. Desde entonces se ha desarrollado exponencialmente el uso de esta técnica,
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hecho que queda reflejado en el nimero de publicaciones en revistas cientificas que
utilizan esta técnica como principio de separacidn, que desde el afio 2000 supera las
1000 publicaciones anuales (PubMed). En los afios posteriores se llevaron a cabo
innovaciones en cuanto a los sistemas de deteccidén y al desarrollo de diferentes
modos de separacion de electroforesis capilar, lo que ha convertido a esta tecnologia
en una poderosa herramienta de separacion, especialmente para compuestos de
interés bioldgico y farmacoldgico.

Diversas publicaciones de los ultimos afios muestran que la CE estd siendo cada vez
mas empleada en el campo de los errores congénitos del metabolismo, sustituyendo
en algunos casos a tecnologias mas habituales. Debido a su gran versatibilidad, los
compuestos analizados son de muy diversa naturaleza, por ejemplo andlisis de acidos
organicos, acido ordtico y catecolaminas en orina o el perfil de dcidos grasos libres en
plasma mediante CE-UV o CE-LIF (Baena 2005, Tima 2011), mejorando en muchos
casos los largos pretratamientos de las muestras necesarios en los procedimientos
habituales. También se han descrito diversos procedimientos para el analisis de
aminodacidos en plasma u orina mediante CE-LIF (Lorenzo 2013, Zhang JB 2013) con un
tiempo de analisis muy inferior al obtenido mediante el método convencional de
cromatografia de intercambio idnico. A parte del gran nimero de publicaciones que
describen procedimientos para el diagndstico dirigido de los ECM, udltimamente
también se han desarrollado diversos procedimientos de CE-MS para el andlisis de
aminodcidos y acilcarnitinas en sangre seca en los programas diagndstico precoz
(Chalcraft 2009, Britz-McKibbin 2013). La ventaja de los procedimientos basados en CE
es que permiten la resolucidon de isdmeros no separables mediante el andlisis por
tdndem MS, por lo cual se utilizan como segunda linea. La CE, principalmente acoplada
a MS, también es una herramienta cada vez mas empleada en estudios metabolémicos
para la busqueda de nuevos biomarcadores (Ramautar 2013). En este sentido, queda
patente que la CE, en sus diferentes modalidades, es una técnica complementaria a las
técnicas habituales de andlisis en el diagnostico de ECM, y que sus caracteristicas
frente a los procedimientos habituales pueden hacer mejorar el proceso diagndstico,
tanto en tiempo de respuesta como en sensibilidad, identificando pacientes con

enfermedades que podrian pasar desapercibidas por procedimientos convencionales.
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Instrumentacion

La instrumentacidon general de un aparato de electroforesis capilar se detalla en la
figura 1. Basicamente, costa de un tubo capilar, dos viales, un detector y una fuente de
alto voltaje. Los viales de entrada y salida contienen el tampdn de separacion. En
dichos viales se introducen los extremos del capilar, que mediante una diferencia de
presién se rellena con el tampdn. Una vez rellenado con el tampdn de separacién, se
introduce el extremo del capilar de entrada en el vial de muestra para realizar la
introduccidon de ésta. La inyeccidn de la muestra en el capilar se puede realizar
hidrodindmicamente estableciendo una diferencia de presidn, o bien por inyeccidn

electrocinética mediante la aplicacion de voltaje.

Detector

Capilar UV /LIF

FUENTE DE
ALTO VOLTAIJE

Tampon de Muestra Tampon de
separacion separacion

Figura 1. Respresentacidn esquematica de un sistema de electroforesis capilar.

Dentro de cada vial también se encuentran los electrodos, el positivo (dnodo) en el de
entrada y el negativo (catodo) en el de salida, siempre que trabajemos a polaridad
normal. Estos electrodos estan conectados a la fuente de alto voltaje, que genera
potenciales de hasta 30 kV. El capilar tiene una ventana de deteccién, una zona sin
recubrimiento que permite la transmisién de la sefial que llegard al detector. El

detector se encuentra acoplado a esta ventana, de manera que detecta los diferentes
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compuestos separados por electroforesis a medida que van pasando por la ventana. La
sensibilidad de un procedimiento de CE vendra determinada por el tipo de detector
utilizado. Los sistemas de deteccion mas utilizados con sus limites de deteccidn
asociados se muestran en la tabla 1. El sistema de deteccidn mas ampliamente
utilizado en electroforesis capilar es el de absorbancia en el rango UV-Vis, debido a que
es posible detectar una gran niumero de compuestos y a su bajo coste. Su principal
inconveniente es su menor sensibilidad respecto a otros sistemas de deteccion. Un
sistema de deteccion con el que se consigue aumentar sustancialmente la sensibilidad
es la deteccion de fluorescencia inducida por laser (LIF). En este sistema el haz de luz
procedente de un ldser incide sobre la ventana del capilar y un detector recoge la
fluorescencia inducida sobre los compuestos a analizar. Este tipo de detector es
altamente sensible. Tiene como inconveniente que su uso queda restringido a
moléculas que posean fluorescencia nativa, o que sean susceptibles a ser derivatizadas
mediante reaccién con fluorégenos, de manera que puedan ser detectadas mediante

este sistema.

Sistema de deteccion Limite de deteccion
Absorcién UV-Vis 10° - 107 mol/L
Absorcién UV-Vis indirecta 10" -10°® mol/L
Fluorescencia 107 =10 mol/L
Fluorescencia indirecta 10° - 10® mol/L
Fluorescencia inducida por laser 10° - 10" mol/L
Espectrometria de masas 10% - 10 mol/L

Tabla 1. Sistemas de deteccion mas cominmente utilizados en CE y
limites de deteccién alcanzados (Khaledi 1998)

Fundamentos de la electroforesis capilar

La separacién por electroforesis se basa en la diferencia de velocidad de los
compuestos idnicos bajo un campo eléctrico. La velocidad a la que migraran los
compuestos es proporcional al campo eléctrico aplicado y a la carga del ién, e
inversamente proporcional a la fuerza de rozamiento que se opone a su movimiento.
Esta fuerza de rozamiento aumenta con la viscosidad del medio y con el tamafo de la

molécula. Por lo tanto, en un mismo medio y bajo un mismo voltaje aplicado, aquellas
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moléculas con mayor carga y menor tamano presentaran una mayor velocidad
electroforética y viceversa.

En la CE, ademas de la movilidad electroforética, hay que considerar el flujo
electroosmotico, ya que el movimiento final de las moléculas es la suma de estos dos
componentes. La electroésmosis es un fendmeno que se produce siempre que se
aplica un campo eléctrico a un liquido que esté en contacto con una superficie
cargada, como ocurre en la CE con el tampdn de separacién y la superficie del capilar.
Los capilares de silice fundida tienen grupos silanoles en su superficie (Si-OH) que se
pueden ionizar segin el pH del medio, dando lugar a una superficie cargada
positivamente (Si-OH,") a pH inferiores a 4 o negativamente (Si-O’) a pH superiores ese
valor. Generalmente la pared suele estar cargada negativamente, de manera que atrae
a los cationes presentes en el tampdn, formdndose una capa inerte de cationes en la
pared del capilar unida fuertemente a los grupos Si-O’, denominada capa fija. Como
estos cationes no son suficientes para compensar las cargas negativas de la pared, se
forma otra capa de cationes sobre la anterior, que al estar a mayor distancia se ve
atraida mds débilmente por la pared con carga negativa, y por lo tanto estd menos
unida. Esta segunda capa de cationes se denomina capa mdvil. Estas dos capas forman
la estructura de doble capa difusa. Al aplicar un campo eléctrico, la capa madvil de
cationes es atraida hacia el catodo, y como estos cationes estan altamente solvatados,
arrastran con ellos el conjunto de la disolucién, generando asi lo que se conoce como
flujo electroosmotico (EOF). Esta fuerza influye de igual modo en todas aquellas

sustancias que se encuentren en el interior del capilar, independientemente de su

carga o tamafio.
Una de las principales ventajas del EOF es I i

gue el flujo del liquido en movimiento
sigue un régimen plano evitando Ia
dispersion de solutos, frente al régimen
Perfil plano Perfil laminar

laminar que se estable en el movimiento

de un liguido por otros mecanismos,

como por ejemplo por presién en
Figura 2. Esquema de flujo de un fluido: plano

cromatografia. Esto se traduce en unos por EOF y laminar por presién.
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picos mucho mas estrechos, y por lo tanto con mayor eficacia de resolucion, tal como
se muestra en la figura 2.

Otra de las ventajas de la existencia del EOF durante una separacién electroforética es
que permite la separacién de aniones, sustancias neutras y cationes. En una
electroforesis convencional, al aplicar un campo eléctrico solo aquellas sustancias con
carga positiva se dirigiran al cdtodo. En cambio en la CE, el EOF arrastra todo el medio
a una velocidad constante, y los diferentes compuestos de la solucidn se separan en

funcién de su movilidad electroforética. (Figura 3)
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Figura 3. Separacién de los diferentes compuestos de una solucién en CE en funcion
de su movilidad electroforética. Todos ellos son arrastrados a una velocidad
constante por el EOF.
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Las variables que influyen en la magnitud del EOF son varias, y deben ser controladas
ya que afectaran directamente en la separacion. A valores de pH muy altos, por
ejemplo, el EOF puede ser demasiado elevado, dando lugar a la elucién de los solutos
antes de que ocurra la separacion. Estas variables se optimizaran en funcién de la
resolucién requerida, por ejemplo, variando el campo eléctrico aplicado, el pH del
tampon, la fuerza idnica del tampdn de carrera, utilizando recubrimientos de la pared

interna del capilar o utilizando modificadores organicos, tensioactivos, etc.

Modos de separacion

Existen diversos tipos de separacién en electroforesis capilar segin cual sea el
principio de separaciéon de los compuestos. Generalmente es suficiente con cambiar el
tampodn de carrera para cambiar de modalidad, lo cual hace a la electroforesis capilar

altamente versatil, ya que es posible realizar varios métodos con diferentes modos de
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separacion sin cambiar el capilar. La separacion anteriormente explicada, basada en la
diferente movilidad electroforética de cada compuesto y en el EOF corresponde al
primer modo de separacién desarrollado en electroforesis capilar, la electroforesis
capilar en zona libre (CZE). El principal inconveniente de este tipo de separaciéon es que
no es posible la separacién de sustancias que no presenten carga al pH de separacion,
ya que éstas seran arrastradas Unicamente por el EOF y presentaran el mismo tiempo
de migracién. Para superar este inconveniente se desarrollé la cromatografia
electrocinética micelar (MEKC). En este tipo de separacién se utilizan agentes
tensioactivos en el tampdn de separacidn con una concentracidn superior a la
concentraciéon micelar critica (CMC), de manera que en el interior del capilar se
formaran micelas. Los compuestos sin carga interaccionaran con la parte hidrofébica
de estas micelas segun su coeficiente de particion a lo largo del capilar, separdandose
seglin sus caracteristicas quimicas. Los compuestos idnicos también variaran su
separacion respecto a un método de CZE, ya que también interaccionaran con las
micelas, en este caso con la parte mas polar. El resultado es una separacion hibrida
entre electroforesis capilar y cromatografia, donde las micelas harian de fase pseudo-
estacionaria. Otros aditivos como las ciclodextrinas también se usan con el fin de
aumentar el poder resolutivo. Estas moléculas presentan una estructura con cavidades
hidrofdébicas con las que interaccionan los compuestos a su paso por el capilar,

permitiendo la separacién de compuestos de naturaleza quimica muy similar.
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DEFECTOS CONGENITOS DE LA GLICOSILACION

Introduccién

La glicosilacion enzimatica de las proteinas consiste en la unién mediante enlaces
covalentes de oligosacaridos a residuos de aminoacidos situados en secuencias
especificas de la proteina. Los glicanos afiadidos a las proteinas intervienen en diversos
procesos como en el correcto plegamiento, estabilidad, vida media y funcionalidad de
las proteinas. Esta glicosilacion tiene lugar en mas de la mitad de las proteinas, hecho
que explica la afectacion multiorgdnica que presentan los pacientes con Defectos
Congénitos de la Glicosilacion (CDG) (Jaeken 2001).

Existe una gran cantidad de defectos potenciales, debido al elevado numero de
proteinas y genes que intervienen en este proceso. En 1980 se reportd el primer caso
de un trastorno congénito de glicosilacién (Jaeken 1980), y desde entonces se han
descrito unos 50 defectos mas (Jaeken 2011). Estos pueden afectar la via de la N-
glicosilacion, en la cual un residuo de N-acetilglucosamina se une al grupo amina de
una asparagina (Asn), o la via de la O-glicosilacién, en la que diversos residuos

glucidicos se unen al grupo hidroxilo de una serina o una treonina.

Defectos de la N-glicosilacion

Los defectos de glicosilacion mads frecuentes son aquellos que afectan a la N-
glicosilacion. Este proceso se lleva acabo co- y post-traduccionalmente mediante
diversas glicosiltransferasas, y ocurre en el citoplasma, reticulo endoplasmatico (RE) y
aparato de Golgi. En una primera etapa en el RE se inicia la sintesis del oligosacarido a
partir de precursores citosolicos, y acaba con la unidn de éste a la Asn. En caso de que
haya un defecto en esta fase, el oligosacarido precursor no llegard a anclarse a la
proteina. En la etapa posterior, el oligosacarido una vez ya transferido a la proteina, es
procesado en el RE y principalmente en el Golgi. Si hubiera un defecto en esta ultima
fase, la proteina si tendria un nimero correcto de cadenas glucidicas, pero al no ser
adecuadamente procesadas, su estructura serd diferente a la cadena correctamente
sintetizada (Freeze 2005).

Los CDG se clasifican segun si el defecto es de sintesis del oligosacarido, CDG tipo 1; o

de procesamiento, CDG tipo 2. En la figura 4 se muestran las dos etapas de la N-
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glicosilacion, asi como los defectos enzimaticos descritos, que dan lugar a diferentes
subtipos de CDG tipo 1 y 2. Estos trastornos afectan de forma variable a diversos
sistemas, generalmente implicando a los sistemas nervioso central, musculo-
esquelético, gastrointestinal y hematolédgico (Eklund 2006). En general, se debe
descartar un defecto de la glicosilacién siempre que se presente afectacién
multiorganica, pero también se han ido describiendo formas mas leves con afectacidn

de un Unico érgano.
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dolicol y transferencia de éste a la proteina. Procesamiento del oligosacarido ya unido a la proteina, que
comienza en el RE y continla en el Golgi. Se muestran algunos defectos de la N-glicosilacién tipo 1 (de
sintesis) y tipo 2 (de procesamiento). Modificada de Stanley P et al. N-glycans. In: Varki A, Cummings RD,
Esko ID, et al., eds. Essentials of Glycobiology. 2nd edition. Cold Spring Harbor (NY): Cold Spring Harbor
Laboratory Press; 2009



Introduccion

Cribado de los CDG

El cribado inicial de los defectos de la N-glicosilacion se realiza mediante el estudio del
patréon de glicosilaciéon de la transferrina sérica (Tf), identificando las diferentes
glicoformas de esta proteina segun su distinta carga eléctrica (Pérez-Cerda 2008). La
eleccién de esta proteina como biomarcador de los CDG no es por su implicacién
directa en la fisiopatologia de la enfermedad, sino porque es una proteina facilmente
accesible, presente en sangre a concentraciones elevadas y altamente glicosilada. La
estructura del oligosacarido producido en la N-glicosilacién se muestra en la figura 5, al
final de la via de sintesis. En los dos extremos terminales se encuentra el acido sialico,
un monosacarido cargado negativamente, por lo tanto confiere dos cargas negativas
por cada oligosacarido anclado a la proteina. La isoforma mayoritaria en el caso de la
Tf es aquella con dos glicanos, que recibe el nombre de tetrasialotransferrina
(tetrasialo-Tf), debido a que presenta cuatro residuos sidlicos. También estan
presentes formas mas sialiladas, penta-, hexa- y heptasialo-Tf, y en baja proporcién
formas menos sialiladas, di- y trisialo-Tf. Cuando existe un defecto en la via de la N-
glicosilacion, se produce un aumento de estas formas hiposialiladas. Este aumento se
traduce en un perfil alterado con un patrén tipo 1 o tipo 2, segln si el defecto es
previo o posterior al anclaje del oligosacarido a la proteina. En un defecto tipo 1 se
producirdn precursores glucidicos defectuosos que no seran correctamente
reconocidos por la oligosacariltransferasa, y por lo tanto no transferidos a la proteina
naciente. El perfil resultante se caracterizard por la ausencia de glicanos unidos a la
proteina: una proporcién de tetrasialo-Tf disminuida y un aumento de las formas
hiposialiladas pares (di- y asialo-Tf). En cambio, en el perfil tipo 2 habrd un aumento de
todas la formas hiposialiladas por igual, ya que el defecto se produce una vez ya
anclado el oligosacarido a la proteina. En este caso la proteina si tendra todas las
cadenas de oligosacaridos, pero éstas no se habran procesado correctamente,
impidiendo la unidn final del acido sialico. Hay que tener en cuenta que los defectos de
los enzimas que causas sindromes CDG nunca son completos, porque esta situacion
seria incompatible con la vida. Siempre hay una actividad enzimatica residual que
permite que una fraccion de las glicoproteinas se glicosile correctamente. De ahi que
en el analisis de la sialotransferrina para el diagndéstico de pacientes con CDG, se

observe una mezcla de formas totalmente glicosiladas con otras que lo estan



Introduccion

parcialmente. En la figura 5 se muestran las diferentes estructuras de estas

glicoformas.
Tipo 1 ﬁ‘, Tipo 2
A Y A3
Tetrasialo-Tf Asialo-Tf Disialo-Tf Monosialo-Tf Disialo-Tf Trisialo-Tf
s N-acetilgalactosamina ® Manosa © Galactosa @ Acido sialico

Figura 5. Representacién de las glicoformas de la transferrina: forma principal Tetrasialo-Tf y formas
hiposialiladas debidas a defectos en el procesamiento del precursor (Tipo 1) y a defectos en el
procesamiento del glicano (Tipo 2)

Hay que considerar que existen otros trastornos genéticos o adquiridos que pueden
alterar el patrén de glicosilacién de esta proteina provocando falsos positivos, como la
ingestidn crénica de alcohol, la sepsis, la fructosemia y la galactosemia (Sturiale 2005,
Quintana 2009). En estas alteraciones se restablece el perfil normal de glicosilacién
cuando se corrigen o se tratan los trastornos de base, cosa que no ocurre en la
inmensa mayoria de los sindromes CDG, ya que no disponen de tratamientos efectivos.
Existen diversos procedimientos para estudiar el patréon de glicosilacion de la
transferrina, todos ellos basados en la separacion de las glicoformas segun su
contenido en 4acido sidlico. El mas ampliamente utilizado en el cribado de las CDG es el
isoelectroenfoque (IEF), método altamente especifico pero muy laborioso y no
automatizable. Con este procedimiento Unicamente es posible el analisis de un
pequefio numero de pacientes por gel, con lo que impide ampliar el cribado. Ademas
es un método cualitativo, la interpretacién se realiza por inspeccién visual del gel,
pudiendo llegar a ser una interpretacion poco sensible en los casos con fenotipos
bioquimicamente leves. Actualmente se han desarrollado procedimientos basados en
técnicas semi-automatizadas como la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
(Helander 2003) y la electroforesis capilar zonal (CZE) (Carchon 2004), con las que se
consigue una separacion mas reproducible y rédpida. Por otro lado permiten el andlisis
de un elevado numero de muestras, permitiendo asi ampliar el nUmero de pacientes

candidatos al cribado. Asimismo, permiten una semicuantificacién de cada isoforma,
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facilitando asi la interpretacion de resultados, que se realiza por comparacién con los
intervalos de referencia. No es descabellado hipotetizar que con la aplicacién de la CE
o de procedimientos equivalentes, se identifiquen nuevos pacientes, cuyo cribado por

la técnica de IEF habria arrojado resultados falsos negativos.
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GABA

Tradicionalmente el estudio de la neurotransmision del sistema nervioso central se ha
basado en el estudio de los sistemas monoaminérgico y colinérgico. Sin embargo, en
los ultimos afios, se ha evidenciado el papel relevante de los aminodcidos
neurotransmisores, principalmente el del acido y-aminobutirico (GABA) y del

glutamato.

Via metabdlica

El GABA es el principal neurotransmisor con actividad inhibitoria del sistema nervioso
central, y sus funciones bioldgicas se extienden a mas de un tercio de las sinapsis
cerebrales. Su metabolismo se muestra en la figura 6. La sintesis se lleva cabo a partir

del aminodcido neurotransmisor glutamato mediante el enzima glutamato

0} (6]
glutamina
HoN OH
NH,

glutaminasa
O (0]
glutamato
HO (o8
NH,
GAD
B6 co,
o o (0] . . .
a-cetoglutarato acido y-aminobutirico
NH
0 o HO 2
(6]
o o GABA-T | B6 o acido
glutamato semialdehidosuccinico
Mo
HO o HO
NH, SSADH
le) O

OH

HOMOH HO

acido y-hidroxibutirico o acido succinico

Figura 6. Metabolismo del GABA.
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decarboxilasa (GAD: EC 4.1.1.15), que es dependiente de piridoxal-5-fosfato. Su
degradacion se produce mediante dos reacciones. En la primera el enzima GABA-
transaminasa (GABA-T: EC 2.6.1.19) utiliza a-cetoglutarato proveniente del ciclo de
Krebs, regenerando asi una molécula de glutamato por cada molécula de GABA que
metaboliza. De esta manera, las concentraciones de los dos neurotransmisores estan
intimamente relacionadas. El producto del primer paso de degradacion del GABA es el
acido semialdehidosuccinico, el cual es oxidado a succinato mediante la reaccidon
catalizada por el enzima semialdehidosuccinico deshidrogenasa (SSADH: EC 1.2.1.16),
compuesto que se incorpora al ciclo de Krebs regenerando asi el a-cetoglutarato.

El metabolismo del GABA tiene lugar en las neuronas, y también en las células gliales
adyacentes, donde se metaboliza el GABA recaptado en la hendidura sinaptica tal
como se muestra en la figura 7. El GABA recaptado es metabolizado en la célula glial a
glutamato mediante la GABA-T y vuelve a la neurona como glutamina (ciclo GABA-

glutamato-glutamina).
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Figura 7. Ciclo GABA-glutamato-glutamina. La célula glial recapta el GABA liberado en la
hendidura sinaptica y lo metaboliza a glutamina, que serd reutilizada por la neurona para
sintetizar de nuevo GABA.
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Defectos primarios

Hasta el momento se han descrito dos defectos congénitos de la degradacién del
GABA: la deficiencia del enzima GABA-T (OMIM 613163) y la deficiencia de SSADH
(OMIM 271980). La primera se caracteriza por un desarrollo anormal, epilepsia y
concentraciones altamente elevadas de GABA en liquido cefalorraquideo. Es una
enfermedad con una frecuencia extremadamente baja de la que hay apenas 3 casos
descritos hasta el momento. La frecuencia del segundo defecto en el catabolismo del
GABA también es muy baja, aunque el nimero de casos descritos supera los 500. La
deficiencia de este enzima provoca una acumulacidn de acido semialdehidosuccinico,
que se transforma no enzimdaticamente en dacido y-hidroxibutirico, compuesto con
actividad neuronal que se excreta en grandes cantidades en la orina, permitiendo asi
su diagnodstico. El espectro clinico es heterogéneo con distintas manifestaciones
neuroldgicas, incluyendo discapacidad intelectual, hipotonia, hiporreflexia, ataxia,
autismo, alteraciones del desarrollo del lenguaje y alteraciones de conducta. Hasta en

la mitad de los casos se presentan crisis epilépticas.

Alteraciones secundarias

Ademas de los defectos primarios en el metabolismo del GABA, se han descrito
diversas enfermedades neuroldgicas donde la transmision GABAérgica se ve alterada,
como en el Alzheimer, en la corea de Huntington o en la esquizofrenia. La epilepsia es
el trastorno clinico en el que se hace mas evidente la asociacién con una disfuncién
GABAérgica. Existen numerosos farmacos antiepilépticos que actuan por medio de
diferentes mecanismos sobre la neurotransmisién GABAérgica, aumentando las
concentraciones de GABA o el efecto de éste sobre sus receptores. Los principales
farmacos antiepilépticos que actdan sobre el metabolismo del GABA se muestran en la
figura 8. Hay agonistas del receptor GABA, como las benzodiacepinas y los
barbituricos, inhibidores de la recaptacién de GABA que aumentan la concentracién de
este neurotransmisor en la hendidura sindptica como la tiagabina, potenciadores de la
secrecion vesicular como la gabapentina y los que modulan su metabolismo, como el
acido valproico y la vigabatrina. El acido valproico aumenta la sintesis del GABA
activando el enzima GAD e inhibe también su degradacidon inhibiendo la GABA-T y la

SSADH. La vigabatrina inhibe irreversiblemente la GABA-T.
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Figura 8. Efecto de diversos farmacos antiepilépticos (en rojo) sobre el metabolismo del GABA. Las
flechas muestran el efecto activador (—) o inhibidor ( —) de cada farmaco sobre los diferentes puntos
de accion.

Determinacion de GABA en LCR

Hasta el momento se han descrito diferentes procedimientos para cuantificar GABA,
basados en diversas tecnologias, como HPLC con detector de fluorescencia (Galindo
2004, Hernandez 2003, Kodama 2003), cromatografia de gases con espectrometria de
masas (GC-MS) (Dhossche 2002, Kok 1993), electroforesis capilar con deteccién de
fluorescencia inducida por laser (CE-LIF) (Rada 1999, Chen 2001, Sauvinet 2003, Ehlen
2005, Klinker 2007, Bergquist 1994, Deng 2008, Lorenzo 2013, Kaul 2011, Shi 2012,
Chang 2006) y cromatografia liquida acoplada a tandem masas (LC-MS/MS) (Song Y
2005, Eckstein 2008, Song P 2012). Los procedimientos basados en HPLC y la mayoria
de los descritos de CE-LIF han sido desarrollados con el fin de determinar la
concentracion de GABA en determinadas dreas cerebrales de modelos animales
mediante microdidlisis in vivo (Rada 1999, Chen 2001, Sauvinet 2003, Ehlen 2005,
Klinker 2007, Lorenzo 2013, Kaul 2011, Shi 2012), donde la concentracién de este
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neurotransmisor es del orden de micromolar. Por regla general, estos métodos no
tienen la sensibilidad requerida para hacer determinaciones en LCR humano, ya que la
concentracion en este medio es varios érdenes de magnitud inferior a la encontrada
en las areas GABAérgicas. De los escasos procedimientos basados en CE-LIF descritos
para la determinacidon de GABA en LCR humano se desprenden unos resultados muy
dispares, obteniéndose unos valores de referencia medios que van aproximadamente
desde 100 nmol/L hasta valores superiores a 1 umol/L (Bergquist 1994, Deng 2008,
Chang 2006, Song Y 2005, Eckstein 2008, Samakashvili 2011). Esto es debido
probablemente a falta de sensibilidad junto al hecho de que las variaciones
preanaliticas de la concentracién de GABA son extraordinarias si no se sigue un
protocolo riguroso de obtencion, preparacion y conservacién de la muestra hasta el
momento del andlisis (Kok 1993). No obstante, existen lagunas en el conocimiento de
qué variables preanaliticas pueden afectar a la concentracién de GABA. Curiosamente,
es uno de los pocos compuestos que aumenta notablemente su concentracién por
efecto de la temperatura (Grossman 1980), de ahi que la mayor parte de los intervalos
de referencia descritos para el GABA libre sean inadmisiblemente elevados. Los
procedimientos descritos de GC-MS que cuantifican GABA en LCR requieren un
pretratamiento de la muestra laborioso y ademdas un volumen de muestra elevado
(Kok 1993). Esto ultimo es un factor a tener en cuenta, ya que el volumen de muestra
suele ser un factor limitante en los estudios de LCR en poblacidn pediatrica. Por ultimo,
cabe destacar que los métodos descritos de LC-MS/MS no requieren pretratamiento
de la muestra y ademas cuentan con la alta sensibilidad requerida para el analisis de
este neurotransmisor en LCR (Eckstein 2008, Song P 2012). El inconveniente de este
tipo de tecnologia es que a dia de hoy su presencia en los laboratorios clinicos aun es
escasa.

La electroforesis capilar acoplada a un sistema de deteccidn LIF ofrece diversas
ventajas en el analisis de fluidos bioldgicos, entre otras el bajo volumen de muestra
requerido y su alta sensibilidad. Para la determinacién de GABA mediante esta
tecnologia es necesaria su derivatizacion previa, ya que esta molécula no presenta
fluorescencia de forma nativa. En el mercado hay disponibles diversos derivatizantes
gue reaccionan con aminas produciendo compuestos susceptibles de ser detectados

mediante LIF. Uno de los mas utilizados es el FITC (fluoresceina-5-isotiocianato) debido
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a que produce unos compuestos derivatizados que son estables y que presentan un
maximo de absorbancia cercano a 488 nm. Esta longitud de onda es la caracteristica
del laser de Argdn, que es el tipo de ldser que se encuentra habitualmente acoplado a
los aparatos de electroforesis capilar. Los inconvenientes que presenta este reactivo
son el largo tiempo de incubacién requerido en el proceso de derivatizacién y la
generacién de varios productos de hidrélisis que aparecen en el electroferograma y
pueden interferir en la resolucion del compuesto a analizar (Rada 1999, Zhang L 1998,
Nouadje 1995, Zhang D 2011, Li YM 2001). Otros derivatizantes de aminas, como el O-
phtaldehido (OPA) (O'Brien 2003) y el naphthalenedialdehido (NDA) (Kaul 2011, Chang
2006) tienen un tiempo de reaccién corto y producen electroferogramas mas limpios,
pero producen derivatizados que absorben a 350 y 442 nm, respectivamente,
haciéndolos incompatibles con el uso de un laser de Argdn. Por ultimo, el NBD-F (4-
fluoro-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol) es otro reactivo fluorogénico para derivatizar
aminas que también requiere un corto tiempo de incubacidn, produciendo pocos
compuestos de hidrélisis y con una longitud de onda de absorcién de sus derivatizados
de 488 nm (Klinker 2007, Shi 2012, Zhang H 2006, Zhu 2005, Aoyama 2004).

Por tanto, teniendo en cuenta las dificultades premetroldgicas y metroldgicas de la
determinacion de GABA en LCR, es necesario estandarizar el procedimiento e
identificar todas aquellas variables que pueden alterar el resultado del andlisis.
Ademas, el papel crucial del GABA como neurotransmisor hace previsible que su
estudio en pacientes neuropediatricos aumente el conocimiento de la fisiopatologia de
varias enfermedades y del efecto de los tratamientos aplicados, especialmente en el

campo de la epilepsia.
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OLIGOSACARIDOSIS
Enfermedades lisosomales

Los lisosomas son orgdnulos celulares cuya principal funcidon es la degradacién de
biomoléculas complejas, transformandolas en moléculas mas sencillas. Para ello
contienen en su interior diversos enzimas como son proteasas, nucleasas, glicosidasas,
etc. En una enfermedad lisosomal existe un defecto de alguno de estos enzimas, lo que
provoca una incapacidad para degradar el sustrato correspondiente y éste se
acumulara en el interior de los lisosomas. Es este depdsito de sustratos sin capacidad
para ser degradados lo que en ultimo término causa la enfermedad (Klein 2013). Se
han descrito unas 40 enfermedades lisosomales de acumulacién de sustratos que
considerando subtipos y variantes superan las 50. Estas pueden ser debidas a defectos
primarios de una enzima con actividad hidrolasa en concreto, pero también a otros
defectos que secundariamente provoquen la disminucion de la actividad de la
hidrolasa en el lisosoma. Dentro de estas alteraciones secundarias existen
enfermedades debidas a defectos en cofactores necesarios para el correcto
funcionamiento del enzima, asi como diversas enfermedades relacionadas con un
trafico deficiente de la hidrolasa desde su sintesis en el reticulo endoplasmatico hasta
su destino final en el lisosoma. Clasicamente se clasifican en funcién del sustrato que
se acumula: mucopolisacaridosis, por defecto en la degradacién de mucopolisacaridos;
oligosacaridosis (o glucoproteinosis), por defecto en la degradacién de la porcién
glucidica de las glicoproteinas; esfingolipidosis, por defecto en la degradacion de
esfingolipidos; y otras enfermedades lisosomales con acumulacion de varios tipos de
sustratos (Neufeld 2001). Existe una variabilidad clinica importante, basada
principalmente en la localizacion del depdsito de sustratos. Esta acumulacion se
produce desde la edad fetal, y los sintomas aparecen cuando este depdsito afecta la
funcionalidad de los tejidos. Como sintomas generales se pueden nombrar afectacion
neuroldgica degenerativa, dismorfia, alteraciones dseas, afectacion ocular o
hepato/esplenomegalia, pero los fenotipos pueden ser mucho mas amplios o

circunscritos a pocos drganos (Leroy, 2007, Neufeld 2001).
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Oligosacaridosis

Las oligosacaridosis son un grupo de

enfermedades lisosomales causadas por
defectos en la via de degradacion de la porcidn
glucidica de las glicoproteinas. Todos los
defectos descritos en esta via presentan una
herencia autosémica recesiva, y su clinica es
similar a otros tipos de enfermedades
lisosomales (Leroy 2007). En la figura 9 se
muestra la via de degradacidn del oligosacarido
de una proteina N-glicosilada. La degradacion
de las glicoproteinas comienza por la accién de
proteasas lisosomales que degradan la parte
proteica de la proteina. Este primer proceso
produce cadenas de oligosacaridos unidos al
aminodcido Asn. A partir de aqui las glicosidasas
especificas empiezan a degradar la cadena
glucidica, generalmente por los extremos no-
estructura

reductores acortando la

secuencialmente. Un defecto en esta via
provocard la acumulacion del oligosacarido
correspondiente o de los derivados de éste
(Freeze 2009). En la tabla 2 se muestran los
defectos descritos asociados a esta via, con el
enzima deficiente asociado. Hasta hace unos
afos no existia tratamiento posible para las
oligosacaridosis, ni para las enfermedades
lisosomales en general, y el diagndstico tenia
interés Unicamente ofrecer

para consejo

genético y la posibilidad de diagnéstico
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progresado mucho en el tratamiento de estas enfermedades, basado principalmente
en el trasplante de médula o¢sea, el trasplante autélogo de células madre
hematopoyéticas o el tratamiento enzimatico sustitutivo (Ortolano 2014).
Generalmente, la efectividad de este tipo de tratamientos viene determinada por lo
precoz que sea su instauracidon. Por esta razdn, se hacen necesarios métodos de

diagndstico rapidos, precisos y que permitan estudiar a un gran nimero de pacientes.

Cribado de las oligosacaridosis y enfermedades relacionadas

Ante un paciente con clinica sugestiva de enfermedad de depdsito se realizan dos
determinaciones bdsicas en orina: excrecién de glucosaminaglicanos (GAGS),
aumentada en caso de mucopolisacaridosis; y perfil de oligosacdridos en orina,
alterado en las oligosacaridosis y ciertos defectos relacionados. Los oligosacaridos no
estdn presentes en orina en condiciones normales, o estdn presentes en muy baja
cantidad. En el caso de las oligosacaridosis esta excrecion es mas elevada, aumentando
unos u otros oligosacdridos segun cudl sea el defecto enzimatico (Leroy 2007). Ademas
de las oligosacaridosis, hay otras enfermedades en las que también se acumulan
oligosacaridos sin existir deficiencia alguna en la degradacién de las glicoproteinas,
como por ejemplo algunos tipos de gangliosidosis por incapacidad de degradar la parte
glucidica de determinados ganglidsidos y algunas glucogenosis, por defectos en el
metabolismo del glucégeno que producen diferentes oligosacaridos (Andria 2003).
Estas enfermedades se muestran en la tabla 2. Debido a que presentan
oligosacariduria también seran susceptibles de ser diagnosticadas mediante un andlisis
de oligosacaridos en orina. El método clasico en la determinacién de oligosacaridos en
orina es la cromatografia en capa fina (TLC), mediante la cual los oligosacaridos
urinarios se separan cromatograficamente y posteriormente se revelan mediante un
reactivo que forma un complejo coloreado al reacciona con los glucidos (Humbel
1975). Este método se ha mostrado eficaz hasta ahora en la deteccién de las
oligosacaridosis y trastornos relacionados, pero es extremadamente laborioso y tiene
lugar durante tres dias de trabajo. Ademds como inconveniente, cabe destacar que
Unicamente es posible analizar un ndmero muy pequefio de pacientes por placa.

Actualmente, en laboratorios altamente especializados se estan empezando a
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desarrollar analisis de oligosacaridos en orina por métodos basados en tandem MS o
MALDI-TOF, que establecen perfiles caracteristicos de cada enfermedad (Sowell 2011,
Ramsay 2005, Bruggink 2012, Xia 2013). Desgraciadamente este tipo de tecnologias
aun tienen un elevado coste que no es asumible por la mayoria de los laboratorios
clinicos. La CE-LIF se utiliza desde hace algun tiempo en andlisis glicémicos debido a su
alto poder resolutivo, que permite separar isbmeros muy cercanos estructuralmente
(Guttman 1996, Chen 1998). En este tipo de analisis se determinan los oligosacaridos
de determinadas proteinas como por ejemplo inmunoglobulinas (Mechref 2005), y
otras proteinas séricas (Ruhaak 2010), pero hasta el momento no se ha descrito ningun
procedimiento basado en CE-LIF para el analisis de oligosacaridos en orina para el
cribado de las oligosacaridosis. La mayor sensibilidad y reproducibilidad de los
sistemas de CE-LIF frente a la TLC hacen previsible que se identifiquen nuevos
pacientes que hubieran pasado desapercibos con el procedimiento de cribado clasico.
Ademas, la posibilidad de automatizar el andlisis por CE-LIF permitiria estudiar series
largas de pacientes. Con la llegada de la era de la secuenciacion masiva como
herramienta diagndstica, se van a acumular cantidades ingentes de datos que hardn
necesario disponer de pruebas bioquimicas fiables que confirmen o descarten la

patogenicidad de las variantes genéticas detectadas.



Introduccion

Oligosacaridosis

Enfermedad OMIM Enzima/Proteina deficiente

a-manosidosis tipo 1 248500 | a-manosidasa (EC 3.2.1.24)

a-manosidosis tipo 2

B-manosidosis infantil 248510 | B-manosidasa (EC 3.2.1.25)

B-manosidosis juvenil/adulto

Fucosidosis 230000 | a-fucosidasa (EC 3.2.2.51)

Sialidosis severa infantil 256550 | a-neuraminidasa (EC 3.2.1.18)

Sialidosis infantil (Mucolipidosis 1)

Sialidosis adulto

Galactosialidosis infantil precoz 256540 | Proteina protectiva / Catepsina A
(deficiencia secundaria de a-neuraminidasa

Galactosialidosis infantil tardia y B-galactosidasa)

Galactosialidosis juvenil/adulto

Aspartilglucosaminuria 208400 | Aspartirglucosaminidasa (EC 3.5.1.26)

Enfermedad de Schindler 609241 | a -N-acetilgalactosaminidasa (EC 3.2.1.49)

Enfermedad de Kanzaki 609242

Otras enfermedades que también presentan oligosacariduria

Enfermedad OoOMIM Enzima/Proteina deficiente

Gangliosidosis GM1 infantil precoz 230500 | B-galactosidasa (EC 3.2.1.23)

Gangliosidosis GM1 infantil tardia 230600

Gangliosidosis GM1 adulto 230650

Enfermedad de Sandhoff 268800 | Subunidad a de los enzimas B-

(Gangliosidosis GM2 variante 0 hexosaminidasa A y B-hexosaminidasa B

infantil)

Mucolipidosis tipo 2 252500 | N-acetilglucosamina-1-fosfotransferasa (EC
—— 2.7.8.17) (deficiencia secundaria multiple

Mucolipidosis tipo 3 252600 de hidrolasas por defecto de trasporte al

lisosoma)

Enfermedad de Pompe 232300 | a-(1,4)-glucosidasa lisosomal (EC 3.2.1.20)

(Glucogenosis tipo 2)

Glucogenosis tipo 1a 232200 | Glucosa-6-fosfatasa (EC 3.1.3.9)

Glucogenosis tipo 3 232400 | Enzima desramificante (EC 2.4.1.25)

Glucogenosis tipo 4 232500 | Enzima ramificante (EC 2.4.1.18)

Glucogenosis tipo 9a 306000 | Subunidad a de la fosforilasa quinasa

hepatica (EC 2.7.11.19), herencia ligada al X

Tabla 2. Oligosacaridosis y otras enfermedades que también presentan oligosacariduria. Para cada
enfermedad se muestra su nimero OMIM y el enzima deficiente causante de la enfermedad.


http://omim.org/entry/252500
http://omim.org/entry/252600
http://www.omim.org/entry/306000
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JUSTIFICACION DE LA UNIDAD TEMATICA

Los errores congénitos del metabolismo (ECM) son un grupo muy numeroso y
heterogéneo de enfermedades de baja prevalencia. El diagndstico selectivo se
realiza analizando las alteraciones de diversos biomarcadores metabdlicos que
muestran los pacientes, previamente seleccionados mediante la sospecha clinica.
Estas alteraciones se traducen generalmente en anomalias de los perfiles
bioquimicos en liquidos bioldgicos (sangre, orina y, si es necesario, liquido
cefalorraquideo (LCR)), que orientan sobre las vias metabdlicas afectadas y los
puntos concretos del defecto enzimatico, lo que permite confirmar dichos defectos
mediante analisis enzimdticos y estudios genéticos. La gran heterogeneidad de
estas enfermedades ha hecho necesario el desarrollo de diversas tecnologias que
abarquen la deteccion de metabolitos muy diversos. La electroforesis capilar es una
tecnologia caracterizada por un alto poder resolutivo y una elevada sensibilidad,
gue permite la cuantificacién tanto de metabolitos de diferente naturaleza quimica
y que complementaria el estudio de ECM realizado mediante procedimientos
habituales de separacion, como el HPLC con diferentes sistemas de deteccion y la
cromatografia liguida o de gases acoplada a espectrometria de masas. Hemos
elegido 3 tipos de biomarcadores con caracteristicas completamente diferentes
para avalar la versatilidad de la electroforesis capilar en el estudio de enfermedades

neuroldgicas en general y de algunos ECM en particular.


http://www.guiametabolica.org/glossary/10/letterm#term37
http://www.guiametabolica.org/glossary/10/lettere#term284
http://www.guiametabolica.org/glossary/10/letterl#term271
http://www.guiametabolica.org/glossary/10/letterl#term271
http://www.guiametabolica.org/glossary/10/letterv#term123
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HIPOTESIS

El desarrollo y aplicacion de técnicas analiticas mediante electroforesis capilar
permitiran mejorar la capacidad diagndstica y de investigacion en un laboratorio
dedicado al estudio de los ECM. Los biomarcadores a analizar seran aquellos en los
que no es posible el analisis con técnicas convencionales, ya sea por su baja
concentracién, o porque su naturaleza quimica impide una buena separacién de
otras moléculas. También se desarrollaran técnicas para el estudio de metabolitos
que se analizan actualmente con técnicas manuales y laboriosas, con la idea de
poder sustituir estas metodologias.

Concretamente, el anadlisis de sialotransferrina por electroforesis capilar con
deteccion espectrofotométrica para el estudio de los defectos congénitos de la
glicosilacion mejorard la capacidad diagndstica respecto a las pruebas
convencionales (isoelectroenfoque) y permitird la identificacién de fenotipos leves.
Por otro lado, la implementacién de un procedimiento para el analisis cuantitativo
del GABA en muestras de liquido cefalorraquideo (electroforesis capilar con
deteccion de fluorescencia inducida por laser) abrird un campo de investigacion
interesante en los defectos primarios y secundarios de este neurotransmisor. Por
ultimo, el analisis de oligosacaridos en orina mediante electroforesis capilar con
deteccidon de fluorescencia inducida por laser para el cribado de oligosacaridosis y
otras enfermedades relacionadas también mejorara el diagnéstico de estas
enfermedades respecto al método tradicional de cribado (cromatografia en capa

fina), al tratarse de un andlisis mas rapido y sensible.
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Objetivos

OBIJETIVOS

General:

Evaluaciéon de la electroforesis capilar como herramienta de estudio de pacientes con

errores congénitos del metabolismo.

Objetivos concretos:

1)

2)

3)

Estandarizacién y evaluacién de la determinacién de sialotransferrina por CE
con deteccion ultravioleta para el estudio de defectos congénitos de la
glicosilacion. Aplicaciéon de la determinacion de sialotransferrina en el

diagndstico de casos con fenotipos leves.

Estandarizacién de la determinacidon de GABA en LCR por MECK y deteccion de
fluorescencia inducida por laser: evaluacién del procedimiento vy
establecimiento de valores referencia. Aplicacion de la determinacién de GABA
en LCR como biomarcador para el estudio de pacientes pediatricos con

enfermedades neurolégicas.

Estandarizacién y evaluacién de un nuevo procedimiento para la determinacién
de oligosacaridos en orina por CE y deteccidon de fluorescencia inducida por

laser en el cribado de oligosacaridosis y enfermedades relacionadas.
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PACIENTES

- Poblacion de estudio para la determinacion de sialotransferrina
- Poblacién de estudio para la determinacion de GABA en LCR
- Poblacién de estudio para el cribado de oligosacaridosis

- Aspectos éticos

METODOS ANALITICOS
- Analisis del perfil de glicosilacién

e CE-UV

e Isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida
e Isoelectroenfoque en geles de agarosa

e HPLC

e Diagnostico enzimatico y molecular de CDG-la
- Analisis de GABA en LCR

e Determinacion de GABA mediante MECK-LIF
e Métodos de diagnodstico diferencial en alteraciones del metabolismo
del GABA
- Analisis de la excrecién de GHB mediante GC-MS
- Estudio del gen ALDH5A1

- Andlisis de oligosacaridos en orina

e Cromatografia en capa fina
e CE-LIF
e Métodos para el diagndstico diferencial de las oligosacaridosis
- Analisis del perfil de excrecion de aminodcidos mediante
cromatografia de intercambio iénico
- Analisis de la excrecién de GAGs mediante espectrometria

METODOS ESTADISTICOS

- Validacién de procedimientos
e Procedimientos cuantitativos
e Procedimientos cualitativos

- Analisis estadistico de datos
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Poblacidn de estudio para la determinacion de sialotransferrina

Poblacion control.

Se analizaron un total de 35 muestras de suero correspondientes a pacientes con
edades comprendidas entre 2 meses y 18 afios, que acudieron a nuestro hospital para
alguna intervencién quirdrgica menor. Los criterios de seleccion de estos pacientes
como poblacién de referencia fueron la ausencia de cualquier tipo de enfermedad

aguda o crdénica y que no siguieran ningun tratamiento farmacoldgico.

Pacientes y perfiles alterados estudiados en la evaluacion del procedimiento.

Se analizaron 18 muestras de suero que correspondian a pacientes con diversas
enfermedades caracterizadas por presentar una alteracién en el perfil de glicosilacién
de la transferrina mediante IEF. Comprendian un rango de edad de 3 dias a 35 afios.
Este grupo de perfiles alterados estaba compuesto por 11 pacientes con un perfil de

glicosilacion tipo 1y 7 pacientes con un perfil tipo 2.

Pacientes con perfil tipo 1:
- 5 pacientes con una deficiencia de PMM2 (CDG-1a; OMIM 601785)
- 1 paciente con deficiencia de PMI (CDG-1b; OMIM 154550)
- 1 paciente con deficiencia de DPM1 (CDG-1e; OMIM 603503)
- 1 paciente con galactosemia previo a tratamiento (OMIM 230400)
- 2 pacientes con intolerancia congénita a la fructosa (OMIN 229600)

- 1 paciente con abuso crénico de alcohol

Pacientes con perfil tipo 2:
- 1 paciente con deficiencia de COG8 (CDG-2h; OMIM 606979)
- 6 pacientes con CDG-2 tipo x, con un defecto de glicosilacion tipo 2 cuyo origen

es desconocido
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Pacientes estudiados durante la aplicacion del procedimiento.

Desde la instauracion de este procedimiento se analizaron los sueros de 1320
pacientes con edades comprendidas entre 10 dias y 21 aios con clinica compatible con
un defecto de glicosilacion. Se diagnosticaron un total de 7 pacientes con defectos de
glicosilacion: 5 CDG-1ay 2 con una deficiencia de ATP6V0OA2 (OMIM 219200). Dos de
los pacientes CDG-1a fueron de mas dificil diagndstico, ya que mostraron un fenotipo
bioquimico y clinico muy leve. En los resultados se incluye la informacion clinica,

bioquimica y molecular de estos pacientes.


http://omim.org/entry/219200

Pacientes, material y métodos

Poblacion de estudio para la determinacion de GABA en LCR

Poblacion control

Se analizaron un total de 55 muestras de LCR correspondientes a pacientes con edades
comprendidas entre 3 dias y 16 afos, que acudieron a nuestro hospital bajo sospecha
de meningitis viral o bacteriana y encefalitis. Los criterios de exclusion de estos
pacientes como poblacion de referencia fueron la presencia de enfermedad crénica de
base o el diagndstico final de meningitis viral o bacteriana, o de cualquier otra

infeccion del sistema nervioso central.

Pacientes en tratamiento con farmacos antiepilépticos

Se analizaron 38 muestras de LCR que correspondian a pacientes con diferentes
enfermedades neuropedidtricas y que estaban en tratamiento con farmacos
antiepilépticos. Los pacientes se dividieron en dos grupos segun el tratamiento

farmacoldgico.

Pacientes en tratamiento con farmacos antiepilépticos que interfieren en el
metabolismo del GABA. Comprendian un rango de edad de 3 meses a 26 afios.
- 22 pacientes en tratamiento con valproato.

- 2 pacientes en tratamiento con vigabatrina.

Pacientes en tratamiento con farmacos antiepilépticos cuyo mecanismo de accién es
independiente al metabolismo del GABA. Comprendian un rango de edad de 2 meses a

22 afos.

6 pacientes en tratamiento con fenobarbital.

- 4 pacientes en tratamiento con carbamazepina.
- 2 pacientes en tratamiento con etosuximida.

- 1 paciente en tratamiento con lamotrigina.

- 1 paciente en tratamiento con fenitoina.
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Pacientes neuropedidtricos

Desde la instauracidon de este procedimiento se analizaron muestras de LCR de 96
pacientes con edades comprendidas entre 1 dia y 26 afios que presentaban clinica
neurolégica: encefalopatias epilépticas, trastornos del movimiento y sindrome de Rett
En este cribado se identificaron dos casos con deficiencia de SSADH (OMIM 271980),

alteracion genética del metabolismo del GABA.
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Poblacion de estudio para el de cribado de oligosacaridosis

Poblacion control
Se analizaron un total de 30 muestras de orina correspondientes a pacientes con
edades comprendidas entre 3 dias y 16 afios. El criterio de exclusidn de estos pacientes

como poblacion de referencia fue la presencia de cualquier tipo de clinica neuroldgica.

Pacientes estudiados para la evaluacion del procedimiento
Se analizaron 3 muestras de orina que correspondian a pacientes con diversas
enfermedades caracterizadas por presentar una alteracion en el perfil de
oligosacdridos en orina.

- Fucosidosis (OMIM 230000)

- Glucogenosis tipo 3 (OMIM 232400)

- Enfermedad de Sandhoff (OMIM 268800)

Ademas de estas muestras, también se analizaron las muestras de orina del
“Educational Oligosaccharide Kit” de el programa de Control de Calidad ERNDIM. Este
kit estaba formado por muestras provenientes de pacientes afectos de diversas
oligosacaridosis.

- Gangliosidosis GM1 (OMIM 230500)

- Enfermedad de Sandhoff (OMIM 268800)

- Enfermedad de Pompe (OMIM 232300)

- a-manosidosis (OMIM 248500)

- Aspartilglucosaminuria (OMIM 208400)

- Enfermedad de Schindler (OMIM 609241)

Pacientes con sospecha clinica

Desde la instauracion de este procedimiento se analizaron las muestras de orina de
240 pacientes con edades comprendidas entre 15 dias y 18 afios con clinica compatible
con oligosacaridosis. Hemos diagnosticado dos pacientes: uno afecto de enfermedad
de Sandhoff y una mucolipidosis tipo 3. Anteriormente a la instauracién en 2013 de

este procedimiento, se realizo el cribado de 276 pacientes mediante TLC, detectandose
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5 pacientes afectos de diversas enfermedades de acumulo: fucosidosis, Sandhoff,

Glucogenosis tipo 3 y aspartilglucosaminuria.

Aspectos éticos

Se obtuvo el consentimiento informado de todos los pacientes o de sus familiares que
participaron en el estudio y todas las investigaciones bioquimicas y genéticas siguieron
los protocolos aprobados por los Comité de Etica del Hospital Sant Joan de Déu, segln
la Declaracién de Helsinki. EI Comité ético del Hospital Sant Joan de Déu aprobd los

diferentes estudios de esta tesis.
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ANALISIS DEL PERFIL DE GLICOSILACION

Muestras.

La determinacion del perfil de glicosilacion se realizé en muestras de plasma o suero. El
paciente no requiere preparaciéon previa, ya que el ayuno, el ejercicio y otras
situaciones fisiolégicas no alteran el perfil de glicosilaciéon. Para la obtencién del
plasma/suero se extrajeron 0,5 mL de sangre venosa en tubos con EDTA o en tubos de

gel, se centrifugaron durante 10 minutos a 1500 x g y se separd el plasma/suero. Las

muestras se conservaron a -202C hasta el momento del analisis.

Reactivos

Reactivo

Datos del producto

Aplicacion

Lavado

Agua bidestilada

Solucién de limpieza CE

Acondicionador

Solucion NaOH 0.2 M

Acondicionador capilar CE

CEofix-CDT kit Iniciador Tampdn TRIS/fosfato pH 2.0 | Iniciador capilar CE
Analis , . .
Tampon Tampdn TRIS/borato pH 8.5 | Tampdn de carrera CE
g ., . .. Pretratamiento muestra
Solucién de Fe | Solucién de citrato férrico CE
Amersham Biosciences o )
PhastGel IEF Gel poliacrilamida IEF

17054401

Citrato férrico

Sigma 22.897-4

Pretratamiento IEF

Keroseno

Sigma 60710

IEF

Acido tricloroacético

Merck A-822342

Fijador de proteinas

Anticuerpo policlonal contra
transferrina humana (de conejo)

DakoCytomation A-0061

Deteccion de transferrina

Azul brillante de Comassie R-250

Bio-Rad 161-0400

Revelado de proteinas

Acido acético

Merck 100063

Componente de la
solucidn decolorante

Etanol

Merck 1.00983.2500

Componente de la
solucidn decolorante

Anadlisis del perfil de glicosilacion mediante CE-UV.

El andlisis mediante CE se basoé en el método descrito por Carchon en el 2004.
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Procedimiento

Se utilizé el kit CEofix-CDT kit comercializado para la deteccién de consumo crénico de
alcohol. La muestra de plasma/suero no precisa pretratamiento, Unicamente
saturacion de la transferrina con el ion férrico. Para ello se mezclan 15 plL de Ia

muestra con 45 L de citrato férrico.

Instrumentacion

El andlisis mediante electroforesis capilar se realizd6 en un sistema P/ACEtm System
2200 de Beckman Instruments, Inc. (Fullerton, CA, USA), acoplado a un detector de
absorbancia equipado con filtros de diversas longitudes de onda. Se utilizé el software
32 Karat 8.0 en el control del instrumento y en el analisis de los electroferogramas.

El capilar utilizado fue un capilar especifico para el andlisis de sialotransferrina (Analis,
Suarleé, Belgium), con 67 cm de longitud total con una ventana a 50 cm que se acopla
al detector de absorbancia y de 50 um de diametro interno. El capilar se mantiene a
309C durante la separacioén. Previo a su primer uso se acondiciona con lavados a una
presidon de 20 psi de agua bidestilada durante 2 minutos, hidréxido de sodio 0,2 M 10
minutos, agua bidestilada 2 minutos y tampdn de carrera durante 5 minutos. Entre
muestra y muestra se lava con hidréoxido de sodio 0,2 M, agua bidestilada, tampdn
iniciador y tampdn de carrera a una presién de 25 psi durante 30, 20 y 40 segundos,
respectivamente. La inyeccion de la muestra en el capilar se realiza
hidrodindmicamente a una presidon de 0,5 psi durante 10 segundos en el extremo
anddico, y la separacion se lleva a cabo del anodo al catodo. El voltaje aplicado se
mantiene constante a 28 kV durante toda la carrera, generdndose una corriente
electroforética de 20 pA. El tiempo de andlisis es de 10 minutos por muestra y su
deteccidon por lectura de absorbancia a 200 nm, longitud de onda adecuada para la
deteccion del enlace peptidico.

Las muestras se almacenan refrigeradas en el instrumento a 10 2C hasta el momento

del andlisis.
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Cdlculo de resultados

Tras integrar el area bajo la curva de cada fraccidon se obtiene la cantidad relativa de
cada isoforma respecto al total de transferrina, expresada en porcentaje. La
interpretacion de resultados se realiza por comparacién de los porcentajes obtenidos
con los intervalos de referencia establecidos en nuestro centro para cada isoforma,
mostrados en la tabla 3. En la figura 10 se muestran varios perfiles de sialotransferrina

obtenidos mediante CE-UV.

Asialo-Tf Mono-Tf Di-Tf Tri-Tf Tetra-Tf Penta + Hexa-Tf

nd nd 09-1,5 2,1-6,6 75,8 -83,7 10,1-16,1

Tabla 3. Intervalos de referencia de sialotransferrina establecidos por CE-UV en 35 individuos control de
edad pediatrica. Los valores se expresan como porcentaje respecto a la transferrina total. nd: no
detectable.

Control de calidad

Control interno

Como control interno de la calidad se utilizaron muestras de suero de pacientes con
diagndstico de sindrome CDG con perfil tipo 1. Se realizaron alicuotas de 20 uL que se
conservan a -209C, y se utilizan en cada serie analitica como control interno. Este
control se valoré durante 10 series y se calcularon los porcentajes de cada isoforma
con su intervalo de confianza + 2SD. La serie se acepta siempre que el valor obtenido

para cada isoforma entre dentro de estos intervalos de control.

Evaluacion externa de la calidad

La determinacién de sialotransferrina en suero o plasma esta incluida en el programa
de evaluacién externa de la calidad “CDG screening” organizado por la “European
Research Network Inherited Disorders of Metabolism” (ERNDIM), con 8

determinaciones anuales.

Acreditacion
La determinacién del perfil de glicosilacién mediante CE-UV es una técnica acreditada

en nuestro laboratorio por ENAC desde el afio 2010 (norma I1SO 15189).
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Figura 10. Perfiles de sialotransferrina obtenidos mediante CE-UV (electroferogramas) e IEF
(izquierda). A: control; B: perfil tipo 1; C: perfil tipo 2. La numeracién a la derecha del IEF indica el
numero de residuos sidlicos correspondientes a cada isoforma (0, 1, 2, 3 y 4: a-, mono-, di-, tri- y

tetrasialotransferrina, respectivamente).
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Andlisis del perfil de glicosilacion mediante IEF en geles de acrilamida

El andlisis mediante IEF esta basado en el método descrito por Van Eijk en 1983. Se
parte de 15 plL de suero que se incuban durante 30 minutos con 70 uL de suero
fisiolégico y 15 uL de citrato férrico (24,4 mg/10 mL) con el fin de saturar la
transferrina de idn férrico. Tras esta incubacion las muestras se cargan en los geles
mediante peines de carga de muestra de 1 pL. Las diferentes isoformas se separan por
isoelectroenfoque mediante el sistema Phastsystem (Amersham Biosciences). Se
afiaden 70 puL de keroseno en cada lecho donde transcurre la electroforesis y se coloca
el gel sobre el keroseno. El isoelectroenfoque transcurre durante 30 minutos a un
voltaje de 200 V, tras un acondicionamiento previo de 10 minutos a 200 V. Una vez
finalizado el isoelectroenfoque se incuba el gel durante 30 minutos a temperatura
ambiente con una dilucién 1/4 en suero fisioldgico del anticuerpo anti-transferrina.
Posteriormente, se lava durante toda la noche con suero fisioldgico y después durante
30 minutos con agua bidestilada. Tras estos lavados se fijan las proteinas mediante una
incubacion de 30 minutos con una solucién de acido tricloroacético al 12%. Se elimina
el tricloroacético y se lava con agua bidestilada durante 5 minutos. Por ultimo, se tifen
las proteinas con la solucidén de azul de Comassie durante 15 minutos. La solucién de
revelado consiste en una dilucidon de 1,5 g de azul de Comassie en 300 mL de solucién
decolorante, compuesta por agua/etanol/acido acético en proporcion 650/350/100
(v/v/v). El exceso de tinte se retira mediante 3 lavados sucesivos de 20 minutos con la
solucion decolorante. El analisis del perfil en este caso es cualitativo tras inspeccion

visual del gel. En la figura 11 se muestran los perfiles obtenidos mediante IEF.
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Figura 11. Perfiles de sialotransferrina obtenidos mediante IEF. Carril 1: perfil tipo 1, Carriles 2 - 6:
controles, Carril 7: perfil tipo 2. La numeracion a la derecha indica el numero de residuos sidlicos

correspondientes a cada isoforma (0, 1, 2, 3 y 4: a-, mono-, di-, tri- y tetrasialotransferrina,
respectivamente).
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Andlisis del perfil de glicosilacion mediante IEF en geles de agarosa

Durante el transcurso de este trabajo también se utilizaron andlisis de sialotransferrina
realizados por IEF en geles de agarosa. Para la fabricacion de los geles se mezclan 0,2 g
de agarosa y 2,4 g de sorbitol en 18 ml de agua fria y se calienta esta disolucién en el
microondas hasta la completa disolucién de la agarosa. Cuando la solucién es
totalmente homogénea se enfria en un bafio de agua hasta los 732C. En este punto se
afiaden 1,3 mL de la solucién Preblended Ampholines pH 4,5 — 6,0 y se polimeriza
entre dos vidrios dejando un grosor de 0,5 mm, se deja 15 minutos a temperatura
ambiente y después como minimo 1 hora en nevera (4 — 8 2C). En la preparacién de la
muestra se mezclan 50 pL de suero con 5 plL de citrato férrico 10 mmol/L, 5 pL de
hidrogenocarbonato de sodio 0,1 mmol/Ly 50 pL de NaCl al 0,9%. Esta solucién se deja
durante 30 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se diluye 1:2 con NacCl
al 0,9%. Las isoformas de la transferrina se separan mediante el sistema 2117
Multiphor (LKB, Stockholm, Sweden) a un voltaje de 1000V y después se detectan tras
un procedimiento de inmunofijacién con un anticuerpo de conejo anti-transferrina
humana y tinciéon con azul de Coomassie. El analisis del perfil en este caso es
cualitativo tras inspeccién visual del gel. Este tipo de IEF se llevé a cabo en el Institut
de Bioquimica Clinica gracias a la colaboracién de las Dras. Paz Briones, Marisa Girds y

Esther Quintana.

Andlisis del perfil de glicosilacion mediante HPLC

El analisis mediante HPLC se basa en un método previamente descrito por Helanderen
en el 2003. El tratamiento de la muestra sérica incluye una saturacion de la
transferrina con Fe® y una precipitacién de los lipidos, para esto se parte de un
volumen de suero de 100 pL, al que se adicionan 20 uL de una solucién de FeNTA 10
mmol/L, 20 uL de una soluciéon 1:1 (v/v) de CaCl, 1 mol/L y sulfato de dextrano al 2%.
Esta mezcla, tras 30 minutos a 49C, se centrifuga a 16000 x g durante 5 minutos a
temperatura de 52C. Por ultimo, el sobrenadante se filtra mediante filtros Microcon
YM-10 (Millipore, Bedford, USA). La separacion de las diferentes glicoformas se lleva a

cabo mediante HPLC (Agilent 1100 Series Liquid Chromatograph) en una columna de
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intercambio anidénico SOURCE 15Q PE 4.6/100 (Amersham Bioscience). Se inyectan 100
uL de la preparacién anterior y la elucién se produce mediante un gradiente salino
durante 30 minutos. La deteccion se lleva a cabo mediante lectura
espectrofotométrica a 470 nm, longitud de onda a la que absorbe el complejo Fe'-
transferrina. Una vez obtenido el cromatograma se calcula la distribucién relativa de
cada isoforma por integracion del d4rea bajo la curva de cada pico. Estas
determinaciones se llevaron a cabo en el Institut de Bioquimica Clinica en colaboracién

con la Dra. Paz Briones, Marisa Girds y Esther Quintana.

Diagndstico enzimatico y molecular de CDG-1a

Tras la obtencidon de un perfil alterado tipo 1 en el estudio de glicosilacién de la
transferrina se realizd el estudio enzimdtico y molecular del defecto tipo 1 mas
predominante, la deficiencia del enzima fosfomanomutasa (PMM). El estudio de la
actividad enzimatica del enzima fosfomanomutasa se realizé en leucocitos o
fibroblastos segln el procedimiento descrito por Vega en 2011. El gen PMM2 esta
localizado en el cromosoma 16p13 y codifica para la proteina fosfomanomutasa. La
busqueda de mutaciones en este gen se realizé mediante secuenciacién directa en
cDNA y posterior comprobaciéon en gDNA segun el procedimiento descrito por Vega en
20009.

Ambos estudios fueron realizados en el Institut de Bioquimica Clinica y en el CEDEM
(Centro de Diagndstico de Enfermedades Moleculares) de Madrid en colaboracidn con

la Dras. Paz Briones, Belén Pérez y Celia Pérez-Cerda.
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DETERMINACION DE GABA MEDIANTE MECK-LIF EN LCR

Muestras.

La muestra de estudio fue LCR. La extraccidn de las muestras se realizd de forma
rigurosa segun el siguiente protocolo, ya que existen multiples variables que influyen
en la concentracién de los diversos compuestos del LCR y que deben ser controladas
(Ormazabal 2005).
La puncién lumbar se realiza habitualmente de 7 a 9 de la mafiana después de 12 horas
de ayuno del paciente (en lactantes de 3-5 horas dependiendo de la edad). Si el
paciente toma algun farmaco, éste se le administra tras la puncion lumbar.
Se extrae simultdneamente sangre y LCR. En sangre se analizan hemograma, glucosa,
lactato, piruvato, aminodcidos, creatinina, prolactina, folato y vitamina B12. En el LCR
existe un gradiente rostrocaudal que puede ser significativo para algunos metabolitos,
por lo que es importante seguir un orden a la hora de recoger la muestra en los
diferentes tubos.

- Tubo 1 (5 gotas) = histoquimica y bioquimica (glucosa, lactato y piruvato)

- Tubo 2 (10 gotas) - neurotransmisores.

- Tubo 3 (10 gotas) - pterinas y 5-metiltetrahidrofolato

- Tubo 4 (10 gotas) - aminoacidos.

- Tubo 5 (10 gotas) > GABA.
Una vez obtenida la muestra, los tubos se introducen en hielo y se trasladan al
laboratorio inmediatamente para almacenarlos a —802C hasta el momento de su
procesamiento. En aquellas punciones traumaticas que den lugar a contaminacion
hemidtica, se centrifuga el LCR y se separa el sobrenadante previamente a su

congelacion.
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Reactivos.

Reactivo Datos del producto Aplicacion

GABA Sigma A5835 Estandar externo

Glutamina Sigma G3126 Estandar externo

Acido Bérico Sigma 202878 Componente del tampdn de carrera
SDS Sigma L3771 Componente del tampdn de carrera
B-ciclodextrina Sigma C4767 Componente del tampdn de carrera
NaOH Merck 1.06498.1000 Acondicionamiento del capilar

HCl conc. 37% Merck 1.00317.1000 Acondicionamiento del capilar
NBD-F Sigma F5883 Reactivo derivatizante

Etanol Merck 1.00983.2500 Solvente del reactivo derivatizante

Preparacion de las soluciones patron

Todas las soluciones patrdén utilizadas se prepararon a partir de soluciones de stock de
concentracion 5 mmol/L. En la preparacion de estas soluciones se pesaron las
cantidades de sustancia pura detalladas a continuacién y se llevaron a un volumen

final de 10 mL con agua bidestilada.

GABA - 5,2 mg
Glutamina - 7,3 mg

Las diluciones de trabajo se obtuvieron realizando diluciones intermedias de las
soluciones de stock. Los patrones utilizados en la recta de calibracién y en el estudio de
linealidad se realizaron con una concentracién constante de glutamina de 500 umol/L

y diversas concentraciones de GABA segun muestra la tabla 4.




Pacientes, material y métodos

Concentracion | Concentracion Volumen solucion | Volumen solucion | Volumen agua
final estandar intermedia intermedia de glutamina 5 bidestilada
GABA GABA utilizada GABA (uL) mmol/L (uL) (uL)

2,5 nmol/L 100 nmol/L 25 100 875

5 nmol/L 100 nmol/L 50 100 850
10 nmol/L 100 nmol/L 100 100 800
20 nmol/L 1 umol/L 20 100 880
40 nmol/L 1 umol/L 40 100 860
75 nmol/L 1 umol/L 75 100 825
100 nmol/L 1 umol/L 100 100 800
150 nmol/L 1 umol/L 150 100 750
200 nmol/L 1 umol/L 200 100 700
500 nmol/L 1 umol/L 500 100 400

1 umol/L 10 umol/L 100 100 800

Tabla 4. Soluciones y volumenes utilizados para la preparacién de la recta de calibracién y estudio de
linealidad.

Preparacion de la solucion derivatizante

El proceso de optimizacién de la derivatizacion se basé en la modificaciéon de
reacciones de derivatizacion previametne descritas (Klinker en 2007, Song en 2005,
Zhu en 2005 y Aoyama en 2004). Durante este proceso se utilizaron diferentes
concentraciones de derivatizante. La solucidn final de derivatizante utilizada fue una
solucién de NBD-F 20 mmol/L, que se prepard diariamente por disolucion de 1,1 mg de

NBD-F en 300 pL de etanol.

Preparacion del tampén de carrera

En la optimizacion del método se partié de tampones previamente descritos (Zhang D
en 2001 y Zhang H en 2006). Se utilizaron diversos tampones de separacion, todos
compuestos de borato a diversas concentraciones y preparados a partir de una
solucién de acido bdrico 500 mmol/L. Para la preparacidon de esta solucion stock se
pesaron 15,45 g de dacido bérico y se llevd a un volumen de 500 mL con agua
bidestilada. Por dilucion de ésta se obtuvieron las concentraciones utilizadas, que
comprendieron concentraciones de 10 a 200 mmol/L. Se estudio un rango de pH de

8,5 a 10,5 que se obtuvo ajustando los tampones una vez preparados con NaOH puro.
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Basandonos en procedimientos de cromatografia electrocinética micelar (Klinker en
2007, Zhu en 2005 y Zhou en 2007), también se estudio el efecto de la adicion al
tampon de diferentes cantidades de SDS y P-ciclodextrina, probandose
concentraciones de SDS de 10 a 80 mmol/L y de B-ciclodextrina de 8,5 mmol/L. Estas
concentraciones se obtuvieron por pesada y adicion de la sustancia pura al buffer
deseado previamente al ajuste de pH. El tampdn mas adecuado tras la optimizacion
del procedimiento fue un tampdn borato de concentraciéon 200 mmol/L, 10 mmol/L de
SDS, 8,5 mmol/L de B-ciclodextrina y pH 10, del cual se preparan 250 mL mediante 100
mL de la solucién concentrada de acido bdorico 500 mmol/L, 0,721 g de SDS, 2,412 g de
B-ciclodextrina y 150 mL de agua bidestilada, ajustando a pH 10. Todos los tampones

utilizados se flitraron con membranas con un diametro de poro de 0,45 um.

Procedimiento analitico

Durante el proceso de optimizacion del procedimiento se utilizaron diferentes
condiciones de reaccién de derivatizacidn: proporcién de derivatizante respecto al
total de aminas de la muestra, pH, temperatura y tiempo de reaccién. La solucion final
de derivatizante utilizada fue una solucion de NBD-F 20 mmol/L. La reaccion se lleva a
cabo mezclando en un vial de vidrio 50 pL de LCR o solucién patrén, 7 uL de la solucién
de NBD-F y 14 uL de una solucién de borato 100 mmol/L de pH 10. Esta mezcla de
reaccion se incuba en un termobloque a la temperatura deseada. La temperatura y
tiempo de reaccidn Optimos fue de 752C durante 5 minutos. La reaccion de
derivatizacién que tiene lugar se muestra en la figura 12. Tras la derivatizacion las
muestras se colocan en un bafo de agua con hielo, se filtran con filtros de membrana
de 45 um vy se diluyen 10 veces en agua bidestilada antes de ser inyectadas para su
separacion. Las muestras ya diluidas se colocan en el instrumento de electroforesis

capilar, que las mantiene refrigeradas a 10 2C.
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Figura 12. Reaccidn de derivatizacion entre el GABA y el NBD-F

Instrumentacion

El andlisis mediante electroforesis capilar se realizé6 en un sistema P/ACEtm System
2200 de Beckman Instruments, Inc. (Fullerton, CA, USA), equipado con detector de
fluorescencia y con un mddulo de laser de argén de longitud de onda de emision de
488 nm de Beckman Instruments, Inc. (Fullerton, CA, USA). Se utilizé el software 32
Karat 8.0 en el control del instrumento y en el analisis de los electroferogramas.

El capilar utilizado fue un capilar de silice sin recubrimiento eCap (Beckman Coulter,
Inc.). La longitud total es de 57 cm con una ventana a 50 cm que se acopla al detector
de fluorescencia y con un diametro interno de 75 um. El capilar se mantiene a 252C
durante la separacidn. Previo a su primer uso se acondiciona con lavados de HCI 0,1
mol/L durante 5 minutos, agua bidestilada durante 2 minutos y una soluciéon de NaOH
0,1 mol/L durante 10 minutos. Previamente a cada inyeccién el capilar se lava con
NaOH 0,1 mol/L, agua bidestilada y tampdn de carrera a una presion de 30 psi durante
30, 60 y 30 segundos, respectivamente. La inyeccidon de la muestra en el capilar se
realiza hidrodindmicamente a una presién de 0,7 psi durante 12 segundos en el
extremo anddico, lo que supone un volumen de 60 nL, y la separacién se lleva a cabo
del anodo al catodo. El voltaje aplicado se mantiene constante durante toda la carrera.
Se utilizaron diversos voltajes de separacion segun cual fuera el tampdn utilizado,
entre 15 y 30 kV, siendo el mas idoneo el de 20 kV. En la figura 13 se muestran

electroferogramas tipicos de una solucién estandar y de una muestra de LCR.
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Figura 13. (a) Electroferograma de una solucién patrén (Gln 500 umol/L; GABA 200 nmol/L).
(b) Electroferograma de una muestra de LCR.

Cdlculo de resultados

Los resultados se calculan mediante integracion del area bajo la curva y calibracion
externa con el programa de adquisicion de datos 32 Karat Software de Beckman. Los
resultados se expresan en nmol/L y se interpretan por comparacion con los intervalos

de referencia establecidos segun la edad del paciente (Tabla 5).

Edad n GABA (nmol/L)
< 6 meses 19 16 -88
> 6 meses 36 38-92

Tabla 5. Intervalos de referencia de GABA en LCR por CE-LIF establecidos en individuos control de
edad pediatrica (n: nimero de individuos control utilizados en cada grupo).

Control de calidad

Control interno

Como control interno de calidad se utiliza un pool de muestras de LCR debido a que no
existe control comercial de GABA en LCR. Para realizar este control se seleccionaron 20
muestras de LCR ya analizadas. Se mezclaron y se hicieron alicuotas de 70 L que se

conservan a -802C hasta el momento del analisis. Este control se valoré durante 10
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series y se calculd el intervalo de confianza como media + 2SD. La serie se acepta
siempre que el valor obtenido para este control entre dentro de este intervalo de

confianza.
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METODOS DE DIAGNOSTICO DIFERENCIAL EN ALTERACIONES DEL METABOLISMO
DEL GABA

Anadlisis de la excrecion de GHB mediante GC-MS

El método cromatografico utilizado se basa en la extraccidon de los acidos orgdnicos de
la orina mediante disolventes organicos (dietil éter y acetato de etilo), posterior
derivacion de los mismos mediante N,O-bis-trimetilsilil-trifluoroacetamida (BSTFA) y
separacion de los trimetilsilil derivados volatiles mediante una columna capilar
sometida a temperaturas crecientes. A medida que se separan, los trimetilsilil
derivados se cuantifican mediante un espectrometro de masas por monitorizacién de

un fragmento especifico (SIM) del acido y-hidroxibutirico (Prieto 2007).

- Muestras
Para la cuantificacion del acido y-hidroxibutirico tras una sospecha de deficiencia de
SSADH, se recogid orina de una miccion en un bote estéril y se conservé a -202C hasta

el momento del analisis.

- Reactivos

Reactivo Datos del producto Aplicacion

GHB Control externo ERNDIM | Estandar externo

Acido undecanodioico Sigma-Aldrich 94040 Estandar interno

NacCl Merck 1.06404.0500 Reactivo extraccién liquido-liquido
HCI concentrado Merck 1.00317.1000 Reactivo extraccién liquido-liquido
Acetato de etilo Merck 1.09623.2500 Solvente extraccion liquido-liquido
Eter dietilico Merck 1.00921.1000 Solvente extraccion liquido-liquido
BSTFA Sigma-Aldrich 15222 Reactivo derivatizante

Piridina Merck 9728 Solucién derivatizante

- Preparacion de las soluciones patron
Se prepara una solucién de estandar interno de 1 mg/mL por pesada de 10 mg del

acido undecanodioico y posterior dilucién en 10 mL de etanol. Esta dilucién es estable
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durante 2 meses a -20 2C o inferior. La solucidn de trabajo tiene una concentracion 50
ug/mLy se prepara diariamente por dilucién 1/20 de la solucidn anterior.

Como patrones externos se utilizan controles de concentracién conocida. del programa
de evaluacién externa de la calidad “Quantitative Organic Acids ERNDIMQA”
organizado por la “European Research Network Inherited Disorders of Metabolism”

(ERNDIM)

- Preparacion de la solucion derivatizante
La solucion derivatizante se prepara a partir de una botella de BSTFA de 1 mL a la que

se le aflade 1 mL de piridina. Se conserva a +72C o inferior durante 1 mes.

- Procedimiento

Se dispone un volumen de muestra, control o calibrador de 150 uL en un tubo de
vidrio con tapén de rosca hermético, posteriormente se afiaden 1800 pL de una
solucién saturada de NaCl, 275 pL de HCl 4 N y 50 pL de estandar interno. Se afiaden 2
mL de acetato de etilo y se agita durante 10 minutos. Tras la agitacién se centrifuga a
1500 x g, se separa la fase organica y se evapora bajo una corriente de nitrégeno a
temperatura ambiente. Se repite la extraccién con 2 mL de éter dietilico. Se recoge la
fase organica sobre el mismo vial de la primera extraccién y se evapora de nuevo. Una
vez totalmente evaporado se derivatiza con 40 uL de la solucion de BSTFA durante 30

minutos a 602C.

- Instrumentacion

Los extractos de orina una vez derivatizados se analizan en un cromatdgrafo de gases
Agilent, modelo 7890A equipado con un detector de masas Agilent, modelo 5975C. La
inyeccidon de la muestra se realiza en modo splitless, con un volumen de inyeccién de 1
pL a una temperatura de 2502C. La separacion se lleva a cabo en una columna capilar
de silice fundido HP-5MS (Agilent) de 60 metros de longitud, 0,25 mm de didametro y
0,25 mm de espesor de pelicula. El programa de temperaturas comienza a 702C
durante 1 minuto, con una rampa inicial de 6 2C/min hasta los 2502C, mas 5 minutos a
250 °C y una rampa final de 20 2C/min hasta los 300 °C, manteniéndose a dicha

temperatura durante 5 minutos, resultando un tiempo total de analisis de 43.5
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minutos. La ionizacidén se realiza mediante el modo de impacto electrénico. Para la
determinacidén cuantitativa, se utiliza como i6n cuantificador del GHB el fragmento m/z

233 y para el estandar interno el fragmento 345.

- Caracteristicas metroldgicas del procedimiento
Durante la validacién de este procedimiento en nuestro laboratorio se establecieron
las siguientes caracteristicas metroldgicas:

Intervalo de medida: 2 -165 umol/L

CVinterserie: 12 %

- Interpretacion de resultados

La representacion de las areas de pico relativas al estandar interno frente a la
concentracién da lugar a una curva de calibrado lineal. Los resultados se calculan
frente a esta curva de calibracion externa en umol/L y se dividen por la concentraciéon
de creatinina, expresandose en mmol/mol de creatinina. Se considera patoldgica una
excrecion superior a 6 mmol/mol de creatinina, excrecion de referencia establecida en

nuestro laboratorio mediante el andlisis de 35 orinas control de edad pediatrica.

- Control de calidad

Control interno

Como controles internos de la calidad se utilizaron 2 muestras de orina. El control
negativo se realizé a partir de un pool de orinas de sujetos normales y el control
positivo a partir de un pool de orinas de pacientes con diagndstico de aciduria 4-
hidroxibutirica. De ambos pools se realizan alicuotas de 170 uL que se conservan a -
20°C o inferior, y se utilizan en cada serie analitica como controles internos. Estos
controles se valoran durante 10 series y se calculan sus concentraciones de GHB con
un intervalo de confianza + 2SD. La serie se acepta siempre que los valores obtenidos
en ambos controles estén dentro de estos intervalos de control.

Evaluacion externa de la calidad

La determinacion de GHB en orina estd incluida en el programa de evaluacion externa

de la calidad “Quantitative Organic Acids ERNDIMQA” organizado por la “European
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Research Network Inherited Disorders of Metabolism” (ERNDIM), con 8
determinaciones anuales.

Acreditacion

La determinacion de la excrecion de GHB mediante GC-MS es una técnica acreditada

en nuestro laboratorio por ENAC desde el afio 2010 (Norma I1SO 15189).

Estudio del gen ALDH5A1

El diagndstico definitivo de la aciduria 4-hidroxibutirica se basé en la busqueda de
mutaciones en todos los exones del gen ALDH5A1 (regiones codificante y no
codificantes) mediante secuenciacién directa. Este gen estd localizado en el
cromosoma 6p22 y tiene un tamano de 38 kb repartidas en 10 exones.

El método utilizado en la busqueda de mutaciones se basa en el descrito por Akaboshi
en 2003. Brevemente, el procedimiento consiste en realizar una PCR especifica para
cada fragmento, purificar posteriormente el producto de la PCR, realizar una PCR de
secuenciacion con el primer especifico de fragmento y Kit Big Dye Terminator v.3.1,
precipitacion del producto obtenido y por ultimo, secuenciacién del producto de PCR

precipitado.
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ANALISIS DEL PERFIL DE OLIGOSACARIDOS EN ORINA

Muestras

El espécimen adecuado para el andlisis de oligosacaridos es orina procedente de una
miccién, preferiblemente la de primera hora de la mafiana. También se puede realizar
en orina de 24 horas, pero las dificultades para su recoleccion en pacientes

neuropedidtricos graves desaconseja su uso. Las muestras se congelan a —202C o

inferior hasta el momento del andlisis.

Reactivos

Reactivo

Datos del producto

Aplicacion

Placa Silica-gel

Merck 1.05553

Fase estacionaria TLC

Butanol

Merck 15.467-9

Componente fase mévil TLC

Acido acético

Merck 1.00063.2500

Componente fase mévil TLC

Orcinol

Sigma 0-1875

Reactivo de revelado TLC

Acido sulfdrico

Merck 731.1000

Componente solucidon reveladora TLC

Sialilactosa

Sigma A-0828

Estandar TLC

Carbohydrate Labeling
and Analysis Kit

Beckman-Coulter
477600

Analisis oligosdcaridos CE-LIF

NaBHCN en THF (1M)

Sigma 296813

Reactivo para la derivatizacién CE-LIF

Andlisis de oligosacdridos en orina mediante cromatografia en capa fina (TLC)

El andlisis de oligosacaridos por cromatografia en capa fina se baso en el descrito por

Humbel en 1975.

- Preparacion de la fase movil:

Se preparan 120 ml de una mezcla 2:1:1 (v/v/v) de butanol/acido acético/agua

bidestilada.

- Preparacion de la solucion reveladora:

El revelador es una solucién de orcinol de concentracion 2,5 g/L en &cido sulfurico.

Para su preparacion se pesan 100 mg de orcinol, se disuelven en 4,4 mL de acido
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sulfdrico concentrado y posteriormente se afiaden 36,6 mL de agua bidestilada. Esta
solucidn es estable en nevera, protegida de la luz, durante 2 meses.
- Procedimiento:
Se marca en la placa la linea de aplicaciéon de las muestras y del control positivo a 1,5
cm del extremo inferior. A 2 cm del extremo superior de la placa se realiza un surco
que marca el fin del recorrido de la fase movil.
El volumen de orina a aplicar en la placa depende de la concentracién de creatinina de
la misma y de la edad del paciente:
Nifios < 6 meses: 70 / creatinina (mmol/L) = volumen a aplicar (uL)
Nifios > 6 meses: 120 / creatinina (mmol/L) = volumen a aplicar (L)
Se coloca una orina patoldgica y las muestras a analizar sobre la linea de aplicacion.
Posteriormente, se introduce la placa en la cubeta con la fase movil y se mantiene a
temperatura ambiente hasta que la fase mdvil alcanza el surco superior,
aproximadamente a las 5 o 6 horas. Se deja secar la placa y se repite el recorrido de la
fase movil 2 veces mas. Se deja secar completamente la placa y se pulveriza con la
solucion reveladora. Por ultimo, se incuba durante 5 minutos en la estufa a 120 2C. El
analisis del perfil de oligosacaridos es cualitativo tras inspeccidn visual de la placa. En
la figura 14 se muestran perfiles obtenidos mediante cromatografia en capa fina. El

procedimiento se completa tras 3 dias de trabajo.

1 2 3 4 5 6

ke GG STNEL QN3RS aagime Gasl)ad

iy e R, e GENEY  wnnR

Figura 14. Perfiles de oligosacaridos en orina obtenidos mediante TLC.
Carril 1: fucosidosis, Carriles 2 - 6: controles.
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Andlisis de oligosacdridos en orina mediante CE-LIF

El método de analisis en orina de oligosacaridos se basd en la modificacion de métodos

previamente descritos para el andlisis de glicoproteinas (Guttman en 1997).

- Derivatizacion

Para el anadlisis de oligosacdridos en orina mediante CE-LIF se utilizd el kit comercial
Carbohydrate Labeling and Analysis Kit (Beckman-Coulter, Fullerton, CA, USA) disefiado
para analizar oligosacaridos tras su liberacién de glicoproteinas. Debido a que los
oligosacaridos no emiten fluorescencia nativa es necesaria su derivatizacién con un
reactivo fluorogénico previo a su andlisis mediante CE-LIF. El reactivo de derivatizacién
utilizado en este procedimiento es el 8-aminopyrene-1,3,6-trisulfonate (APTS), reactivo
gue reacciona con el extremo reductor de los carbohidratos produciendo un
derivatizado que es susceptible de ser detectado mediante LIF y con tres cargas
negativas extras que aumentaran su movilidad electroforética. En la figura 15 se

muestra esta reaccion.
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Figura 15. Reaccion de derivatizacidn entre un oligosacarido reductor y el APTS.

Se parte de un volumen de orina que contiene 150 nmoles de creatinina. Este volumen
de orina se concentra a 502C hasta que llega a un volumen final de 5 puL. Una vez
concentradas las orinas se procede a su derivatizacidn. Para ello, se afiaden 2 pL de la
solucién derivatizante y 2 plL de la solucion de NaBH3CN 1M en THF. La soluciéon del
derivatizante utilizada es de concentracion 200 mmol/L y se prepara por dilucién de 5

mg de APTS en 48 pl de acido acético al 15%. La mezcla de reaccion se incuba durante
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toda la noche a 37 eC. Tras la derivatizacion las muestras se diluyen en agua bidestilada

1:40 antes de ser inyectadas en el analizador.

- Instrumentacion

El andlisis mediante electroforesis capilar se realizd6 en un sistema P/ACEtm System
2200 de Beckman Instruments, Inc. (Fullerton, CA, USA), equipado con detector de
fluorescencia y con un mddulo de laser de argdn de longitud de onda de emision de
488 nm de Beckman Instruments, Inc. (Fullerton, CA, USA). Este analizador dispone del
software 32 Karat 8.0 para el control del instrumento y para el analisis de los
electroferogramas.

El capilar utilizado es especifico para la separacién de carbohidratos, y forma parte del
kit, N-CHO Coated Capillary (capilar de poliacrilamida recubierto). La longitud total es
de 60,2 cm con una ventana a 50 cm que se acopla al detector de fluorescencia y con
un didmetro interno de 50 um. El capilar se mantiene a 202C durante la separacién.
Previo a su primer uso se acondiciona con un lavado a una presion de 20 psi de agua
bidestilada durante 10 minutos y un acondicionamiento con el tampdn de carrera de 2
minutos. Previamente a cada inyeccidn el capilar se lava con agua bidestilada y tampdn
de carrera a una presion de 20 psi durante 30 y 60 segundos, respectivamente. La
inyeccidn de la muestra en el capilar se realiza hidrodindmicamente a una presiéon de
0,5 psi durante 3 segundos. Se aplica un voltaje de separacion constante de 30 kV
durante 20 minutos, en polaridad reversa, generdndose una corriente electroforética
de -14 pA. Las muestras se almacenan refrigeradas en el instrumento a 10 2C hasta el

momento de su analisis.

- Interpretacion de resultados

El analisis de resultados es cualitativo, por comparacién del perfil electroforético del
paciente frente al perfil normal para su edad y a perfiles de orinas procedentes de
pacientes con oligosacaridosis ya diagnosticadas. La aparicién de oligosacaridos con un
grado de polimerizacion superior a cuatro se considera patoldgica, ya que este hecho
no se observa en muestras control, a excepcidon de pacientes en el periodo de

lactancia. El grado de polimerizacion de cada oligosacarido se determina mediante el
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electroferograma del dextrano parcialmente digerido. En la figura 16 se muestran

perfiles de oligosacdridos en orina obtenidos mediante este procedimiento.
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Figura 16. Perfiles de oligosacaridos en orina obtenidos mediante CE-LIF. A: gangliosidosis GM1; B:
control; C: marcador del grado de polimerizacion (dextrano parcialmente digerido).

Control de calidad
- Control interno
Como control interno de la calidad se utilizan muestras de orina procedentes de
pacientes con diagndstico de oligosacaridosis (ver mds adelante). Se realizan alicuotas
de 30 pL que se conservan a -202C o inferior, y se utilizan en cada serie analitica como
control interno. La serie se acepta siempre que en el perfil del control se observen las

alteraciones detectadas en series anteriores.
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METODOS EN EL DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE LAS OLIGOSACARIDOSIS

Andlisis del perfil de excrecion de aminodcidos mediante cromatografia de

intercambio ionico

La aspatilglucosaminuria es una oligosacaridosis caracterizada por la excrecién de
aspartilglucosamina, compuesto glicado no reductor y por lo tanto no susceptible de
ser detectado mediante derivatizacion con APTS. Por este motivo, ante una sospecha
de aspartilglucosaminuria, se realiza un analisis de aminoacidos en orina, ya que la
aspartilglucosamina si se detecta mediante este procedimiento.

El andlisis de aminodcidos se realiza por un proceso de cromatografia de intercambio
idnico. La resina tenia una carga negativa y los aminodcidos se introducen en la
columna a un pH &cido, lo que asegura que todos estén cargados positivamente. Las
condiciones analiticas se varian progresivamente incrementando el pH, la temperatura
y la carga idnica de los tampones. Estos cambios provocan que se alcance
sucesivamente el punto isoeléctrico para cada uno de los aminoacidos, punto en el
cual la atraccién idnica de la resina se pierde y el aminoacido eluye de la columna. Una
vez separados los aminodcidos reaccionan con ninhidrina (derivatizante) a
temperatura elevada, dando lugar a compuestos coloreados, que se detectan por
espectrometria a diferentes longitudes de onda (570 nm para los alfa- y beta-
aminodcidos y 440 nm para los iminoacidos) (Moyano 1998). La aspatilglucosamina

también reaccionara con la ninhidrina por el residuo de Asp.

- Muestras
Para el analisis cuantitativo de aminodcidos en orina, se recoge una miccién en un bote
estéril, preferiblemente la primera de la mafiana. Si la muestra no se procesaa al dia se

almacena a -20°C o inferior hasta el momento del analisis.
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- Reactivos

Reactivo Datos del producto Aplicacion
Citrato de litio 0.2 mol/L pH 2.8 Biochrom 80-2038-15 Fase movil
Citrato de litio 0.3 mol/L pH 3 Biochrom 80-2038-16 Fase movil
Citrato de litio 0.5 mol/L pH 3.15 Biochrom 80-2099-83 Fase movil
Citrato de litio 0.9 mol/L pH 3.5 Biochrom 80-2097-18 Fase movil
Citrato de litio 1.65 mol/L pH 3.55 | Biochrom 80-2037-69 Fase movil
Hidroxido de litio 0.3 mol/L Biochrom 80-2038-20 Fase movil

Ninhidrina Merck 1.06762.1000 Reactivo derivatizante
o o ) Componente de la solucién
Acetato sddico trihidratado Sigma 32318 o
derivatizante
L. ) Componente de la solucién
Acetato potasico Sigma 32309

derivatizante

Citrato tripotdsico monohidratado

Panreac 131655.1210

Componente
derivatizante

de la solucién

Acido acético

Merck 1.00063.2500

Componente
derivatizante

de la solucién

Etilenglicol

Panreac 121316.0716

Componente
derivatizante

de la solucién

Hidridantina dihidrato

Sigma 53940

Componente
derivatizante

de la solucién

Acido clorhidrico

Merck 100317

Componente
derivatizante

de la solucién

Acido sulfosalicilico

Sigma 33619

Componente de la

solucion

desproteinizante

- Preparacion de las soluciones de trabajo

Para la preparacién de la solucidn de ninhidrina, se prepara previamente un tampdn
acetato de 272 g de acetato sddico trihidratado, 589 g de acetato potasico y 8 g de
citrato tripotasico monohidratado. Se anaden 200 mL de acido acético y se enrasa a un
volumen final de 2 litros con agua bidestilada. La solucidn final de ninhidrina se
prepara a partir de 675 mL de este tampdn, 1575 mL de etilenglicol, 22,5 g de
ninhidrina y 1,8 g de hidridantina dihidrato. Se agita bajo una corriente de nitréogeno y

cuando la solucidn esta totalmente homogénea se afiaden 90 mL de acido clorhidrico.
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La solucion desproteinizante de las muestras de orina consiste en una solucion 197
mmol/L de &acido sulfosalicilico, que se prepara pesando de 3 g de éste acido,

enrasando a un volumen de 10 mL.

- Procedimiento

La muestra se prepara mezclando 500 uL de orina + 50 pL de la solucion
desproteinizante. Se agita bien y se centrifuga a 1500 x g durante 10 minutos a 59C. Se
ajusta el pH de la muestra a 2 afiadiendo 100 pL de hidréxido de litio 0,3 mol/L por
cada 200 plL de sobrenadante de orina. Una vez ajustado el pH las muestras ya estan

preparadas para ser introducidas en el cromatégrafo.

- Instrumentacion

Las muestras se procesan en el analizador de aminoacidos Biochrom 30 (Pharmacia
Biotech, Biochrom Ltd., UK) equipado con una columna High Resolution Lithium
Column por cromatografia de intercambio idnico. Mediante un gradiente ascendente
de pH, que se consigue variando los tampones de la fase movil, se van eluyendo los

aminodcidos a medida que alcanzan su punto isoeléctrico.
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Figura 17. Perfil de excrecion de aminoacidos caracteristico de aspartilglucosaminuria obtenido por cromatografia de
intercambio iénico.

- Interpretacion de resultados
La aspatilglucosamina eluye a los 9 minutos, inmediatamente antes que la urea, con la

gue se puede solapar si las condiciones de separacidon no son dptimas. En los sujetos
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control la excrecidn de aspartilglucosamina es indetectable. En la figura 17 se muestra

el perfil de aminodacidos en orina de un paciente afecto de aspartilglucosaminuria.

Andlisis de la excrecion de GAGs

La determinacion de la excrecion de glucosaminoglicanos (GAGs) es un analisis basico
junto a la excrecion de oligosacaridos en el diagnostico diferencial de las
enfermedades de acimulo. Los GAGs son unos compuestos que estan presentes en
diferentes tejidos (hueso, cartilago, cérnea, valvulas cardiacas, vasos sanguineos...) y
fluidos bioldgicos (liquido sinovial) con funciones estructurales y de proteccion,
respectivamente. En las mucopolisacaridosis se produce un aumento de la excrecion
de estos compuestos como consecuencia de la deficiencia de algun enzima lisosomal
necesario en su metabolizacién. La excrecion de GAGs se determina mediante un
procedimiento espectrométrico adaptado a un autoanalizador, segin un
procedimiento previamente descrito por nuestro grupo (Colomé 1999). El
procedimiento se basa en la determinacidon espectrofotométrica de los GAGs

conjugados con el reactivo 1,9-azul de dimetilmetileno (DMB).

- Muestras
Para la cuantificacién de GAGs se recoge orina de una miccidn en un bote estéril,
preferiblemente la primera de la mafiana. Si la muestra se procesa al dia se almacena a

-202C o inferior hasta el momento del analisis.

- Reactivos

Reactivo Datos del producto Aplicacion

Acetato de sodio Merck, ref. 6268 Componente solucion DMB
Acido acético Merck 1.00063.2500 Componente solucion DMB
DMB Serva 20335 Reactivo de conjugacién
Condroitin sulfato C Sigma C-4384 Estandar externo
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- Preparacion de los calibradores
Se prepara una solucién inicial pesando 1 mg de condroitin sulfato y diluyéndolo en 1
mL de agua bidestilada. A partir de esta solucion se prepara la curva de calibracién a 4
puntos:
- Blanco (0 pg/mL).
- Estandar de 25 pg/mL: Afadir 50 pL de la solucién madre a 1950 uL de agua
destilada.
- Estandar de 50 pg/mL: Afiadir 100 pL de la solucion madre a 1900 uL de agua
destilada.
- Estandar de 100 pg/mL: Ailadir 200 uL de la solucién madre a 1800 plL de agua

destilada

- Preparacion de las soluciones de trabajo

Se prepara un tampdn de acetato sédico 50 mmol/L pesando 4 g de acetato de sodio,
diluyéndolo a continuacion en agua bidestilada. Se ajusta el pH a 5,6 con acido acetico
50 mmol/Ly se enrasa a 1 litro. Por otro lado, se disuelven 61 mg de DMB en 5 mL de
etanol. Esta diluciéon se lleva a un volumen de 500 mL con el tampdn acetato

preparado anteriormente.

- Instrumentacion

Las muestras se procesan directamente sin tratamiento previo en el analizador ABX
Pentra 400 (Horiba). Tras una incubacién de 6 minutos de 5 pL de muestra, 80 pL de
agua bidestilada y 300 uL de la solucion de NBD, se realiza una lectura de absorbancia

a 530 nm.

- Caracteristicas metroldgicas del procedimiento
Durante la validacidon de este procedimiento en nuestro laboratorio se establecieron
las siguientes caracteristicas metroldgicas:

Intervalo de medida: 0 -100 pg/mL

CVinterserie: 13 %
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- Interpretacion de resultados

Los resultados se calculan mediante calibracién externa y se expresan en relacion a la
creatinina, como mg de GAGs/mmol de creatinina. Las excreciones obtenidas se
comparan en relacion a los intervalos de referencia establecidos en nuestro

laboratorio, y que varian en funcién de la edad del paciente (Colomé 1999):

Edad n GAGs (mg/mmol de creatinina)
0 — 6 meses 24 7,1-18,0
7 — 11 meses 12 3,3-7,3
1 -2 afios 22 1,9-6,7
3 -6 afos 22 1,7-5,4
7 —10 afos 24 1,0-4,3
11 -15 aios 18 0,5-3,1
16 — 18 afios 10 0,1-21

Tabla 6. Valores de referencia de la excreciéon de GAGs en funcion de la
edad (n: nimero de individuos control utilizados en cada grupo).

- Control de calidad

Control interno

Como control interno de la calidad se utiliza el Control Special Assay in urine (SKLM),
ref. SAU-01. Este control se valoré durante 10 series y se calculd su valor medio con su
intervalo de confianza + 2SD. La serie se acepta siempre que el valor obtenido esté
dentro de este intervalo de control.

Evaluacion externa de la calidad

La determinacién de GAGs en orina estd incluida en el programa de evaluacidn externa
de la calidad “Special Assays in Urine” organizado por la “European Research Network

Inherited Disorders of Metabolism” (ERNDIM), con 8 determinaciones anuales.
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METODOS ESTADISTICOS
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VALIDACION DE PROCEDIMIENTOS
Validaciéon de procedimientos cuantitativos/semicuantitativos: Perfil de glicosilacion

y determinacion de GABA.

En el proceso de validacién de los procedimientos cuantitativos desarrollados en el

transcurso de esta tesis se calcularon los siguientes pardmetros:

Coeficiente de variacion interserie del tiempo de migracidn

Se determiné el tiempo de migracion de una solucién de estdndar en 10 dias
diferentes para ver si éste se mantenia constante. Se expresdé como porcentaje de
variacion dividiendo la desviacién estdndar por el tiempo de migracién medio,

multiplicado por 100.

Coeficiente de variacion intraserie

Se analizaron 2 muestras fisioldgicas con concentraciones diferentes 10 veces en la
misma serie. El coeficiente para cada concentracién se calculé en forma de
porcentaje, dividiendo la desviacién estandar de los resultados por la media

aritmética. CVintra = (desviacidn estandar / media) x 100.

Coeficiente de variacion interserie

Se analizaron 2 muestras fisioldgicas con concentraciones diferentes durante 20 series
diferentes. El coeficiente se calculé en forma de porcentaje, dividiendo la desviaciéon
estandar de los resultados por la media aritmética. CVinter = (desviacién estandar /

media) x 100.

Linealidad
Se calculd diluyendo progresivamente el patrén de calibracion concentrado vy
calculando el coeficiente de regresion de las rectas obtenidas. Se considerd una buena

linealidad si r*> 0.99.



Pacientes, material y métodos

Limite de cuantificacion - Limite inferior del intervalo analitico

Se determind como aquella concentracién minima con resultados reproducibles
(imprecision inferior al 15%). Se analizaron diluciones progresivas hasta alcanzar este

valor de imprecision.

Limite de deteccidn

Se define como la menor concentracion que genera una respuesta superior a tres
veces la sefal del blanco. Se partié de la concentracién correspondiente al limite
inferior del intervalo analitico y se fueron haciendo diluciones progresivas hasta

alcanzar aquella concentracién minima que superaba la sefial del blancox3.

Comparacion de métodos

Se realizé una comparacién utilizando la regresion de Passing-Bablok, siempre que
existiera otro método cuantitativo para la determinacién de las magnitudes
estudiadas. Se realizé una comparacién de mds de 20 resultados obtenidos por ambos

procedimientos, con valores que cubrieran todo el intervalo analitico.

Andlisis de la inexactitud

Se participa en programas de control de la calidad externos siempre que estén

disponibles, con el fin de determinar la exactitud de los resultados obtenidos.

Valores de referencia

Para los diferentes procedimientos, los valores de referencia se calcularon como la
media + 2SD, siempre que los valores tuvieran una distribucidn gaussiana; o como la
mediana mas los percentiles 2,5-97,5 cuando la distribucién no fue normal. Se
establecieron diferentes intervalos en funcién de la edad, siempre que hubiera una
relacion de los resultados con la edad estadisticamente significativa y diferencias
estadisticamente significativas entre las medias y/o las desviaciones estandar de los

diferentes grupos establecidos.



Pacientes, material y métodos

Analisis de muestras patoldgicas

Mediante el analisis de muestra patoldgicas se validan los intervalos de referencia

obtenidos y se comprueba la ausencia de falsos negativos.

Validacidn de procedimientos cualitativos: Perfil de oligosacaridos en orina

En el proceso de validacion de los procedimientos cualitativos descritos se calcularon

los siguientes parametros

Coeficiente de variacion interserie del tiempo de migracidn

Se determind el tiempo de migracion de una solucién de estdandar en 10 dias
diferentes para ver si éste se mantenia constante. Se expresé como porcentaje de
variacion dividiendo la desviacién estdndar por el tiempo medio de migracion,

multiplicado por 100.

Estudio de repetitibilidad

Mediante el analisis diario del material de control se determiné si el procedimiento
cualitativo tenia suficiente precision, es decir, si el perfil se mantenia en las diversas

series.

Perfiles de referencia

Se establecieron perfiles cualitativos de referencia a partir del andlisis de un niumero
minimo de 20 muestras de sujetos control de diferentes edades. Se estudid si el perfil
dependia de la edad, pudiéndose establecer diferentes perfiles en funcién de esta

variable

Estudio de muestras patoldgicas

Se considerd que el método tenia suficiente eficiencia diagndstica siempre que el
analisis de muestras patoldgicas generara perfiles claramente alterados en

comparacion con los perfiles de referencia.
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Analisis estadistico de datos

Para los diferentes estudios estadisticos se han aplicado las siguientes pruebas:

- Prueba de Kolmogorov-Smirnov en el estudio de la distribucién de datos.

- Regresion de Passing-Bablok y diagrama de Bland-Altman en el estudio de

comparacion de métodos.

- Prueba de Pearson en el estudio de la correlaciéon entre variables

paramétricas.

- Prueba de T de Student en la comparacion de medias de variables

paramétricas.

- Prueba de T de Student pareada en la comparacién de medias de variables

paramétricas pareadas.

Se considerd estadisticamente significativo un valor de p < 0,05. Los detalles de cada
una de estas pruebas figuran en cada uno de los articulos publicados. Todos los
calculos estadisticos se realizaron con el programa SPSS (versiones 17.0 y 19.0), con
excepcion de los calculos en la comparacién de métodos en los que se utilizd el

programa MedCalc.
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1. Estandarizacién y evaluacién de la determinacién de sialotransferrina por CE
con deteccion ultravioleta para el estudio de defectos congénitos de Ia
glicosilacion. Aplicacion de la determinacion de sialotransferrina por CE en el

diagndstico de casos con fenotipos leves

2. Estandarizacién de la determinacién de GABA en LCR por MECK y deteccion de
fluorescencia inducida por ldser: evaluacién del procedimiento vy
establecimiento de valores referencia. Aplicacidon de la determinacién de GABA
en LCR como biomarcador para el estudio de pacientes pediatricos con
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1. Estandarizacion y evaluacion de la determinacidon de sialotransferrina por CE con
deteccion ultravioleta para el estudio de defectos congénitos de la glicosilacién.
Aplicacién de la determinacidon de sialotransferrina por CE en el diagndéstico de

casos con fenotipos leves

Mild Clinical and Biochemical Phenotype in Two Patients with PMM2-CDG
(Congenital Disorder of Glycosylation la)

Mercedes Casado, M Mar O’Callaghan, Raquel Montero, Celia Pérez-Cerda, Belén
Pérez, Paz Briones, Esther Quintana, Jordi Muchart, Asuncién Aracil, Mercedes Pineda,
Rafael Artuch

Cerebellum 2012; 11: 557-563

En el trabajo anterior a esta tesis relizado por nuestro grupo (Quintana, Montero y
colaboradores 2009) se realizé la validacidn de este procedimiento para el diagndstico
de los CDG. Se establecieron intervalos de referencia de cada isoforma especificos de
procedimiento y se mostraron las ventajas de los métodos semicuantitativos frente al
IEF.

Una vez validado el procedimiento de CE se instaurd en nuestro laboratorio como
método de cribado para los CDG, permitiendo ampliar significativamente el nimero de
pacientes estudiados y detectar casos con alteraciones bioquimicas muy sutiles.

El objetivo de este trabajo ha sido la descripcion de dos pacientes con CDG-la que
presentaban un fenotipo leve, tanto clinico como bioquimico, que podrian haber

generado resultados falsos negativos con los métodos de cribado convencionales.
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Sintesis de resultados

La paciente 1 mostrd a los 9 meses de edad un retraso psicomotor del
desarrollo correspondiente a un nifio de 4 meses, presentaba problemas en la
manipulacion de objetos y temblor intencional. En el examen fisico se
manifestd una hipotonia con reflejos normales y lipodistrofia en nalgas. La
bioquimica general no mostré ninguna alteracién significativa, incluyendo
hemograma, factores de coagulacidn, proteinas séricas, hormonas tiroideas y el
resto de magnitudes.

La paciente 2 mostré a los 8 meses un retraso psicomotor detectado en el
contexto de un sarampién, ademds de hipotonia, estrabismo bilateral
convergente, temblor y lipodistrofia en nalgas. En una exploracién posterior, a
la edad de 16 meses, se evidencié hipoplasia cerebelar por resonancia
magnética. Los parametros de bioquimica general tampoco mostraron ninguna
alteracion significativa.

La paciente 1 se identificd claramente mediante CE como un CDG tipo 1,
mientras que por IEF la alteracién del perfil fue muy sutil y apenas distinguible
del control. En la paciente 2, se obtuvo un perfil tipo 1 claramente alterado en
el primer analisis mediante IEF. Al cabo de unos meses se volvié a realizar el
estudio para confirmar este hallazgo y se obtuvo un perfil normal también por
IEF. Ante estos resultados se pensd que la alteracion inicial podria ser
secundaria al cuadro virico agudo. Una tercera muestra de control volvié a
mostrar un perfil claramente alterado, tanto por IEF como por CE, técnica
entonces recién implantada. A partir de estos resultados se reprocesaron las
dos primeras muestras por CE, confirmandose el patrén tipo 1 en la muestra
inicial y detectandose una ligera alteracidén que habia pasado desapercibida por

IEF en la segunda muestra.

En el estudio de la actividad enzimatica de la fosfomanomutasa (PMM2) se
obtuvo una actividad en el limite inferior del intervalo de referencia para la
primera paciente y una actividad claramente disminuida en la segunda.
También se realizd el estudio molecular del gen PMM2, donde se encontraron

mutaciones previamente descritas en heterozigosis.
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2. Estandarizacién de la determinaciéon de GABA en LCR por MECK y deteccién de
fluorescencia inducida por laser: evaluacién del procedimiento y establecimiento
de valores referencia. Aplicacion de la determinacion de GABA en LCR como
biomarcador para el estudio de pacientes pediadtricos con enfermedades

neuroldgicas.

Analysis of cerebrospinal fluid »-aminobutyric acid by capillary electrophoresis with
laser-induced fluorescence detection

Mercedes Casado, Marta Molero, Cristina Sierra, Angels Garcia-Cazorla, Aida
Ormazabal, Rafael Artuch

Electrophoresis 2013; 00: 1-7

Debido a la escasez de métodos descritos para determinar GABA en LCR mediante CE-
LIF, la falta de validacién técnica en la mayoria de ellos y a la disparidad de resultados
obtenidos, ha sido necesario estandarizar un nuevo procedimiento para cuantificar
GABA en LCR, tomando como punto de partida los métodos previamente descritos.

El objetivo de este trabajo ha sido el desarrollo de un nuevo procedimiento de medida
para GABA en LCR. Una vez desarrollado el procedimiento, se realizé la validacién del
mismo, asi como el establecimiento de valores de referencia. Debido a las
peculiaridades en la estabilidad de este neurotransmisor, se hizo un estudio de las
diferentes variables premetrolégicas que podian afectar al resultado. Por ultimo,
también se analizd el efecto de diversos fdrmacos antiepilépticos sobre Ia

concentracion de GABA en LCR.



Resultados



Resultados

pdf electrophoresis hoja 1



(5 Resultados

pdf electrophoresis hoja 2



Resultados

pdf electrophoresis hoja 3



Resultados

pdf electrophoresis hoja 4



Resultados

pdf electrophoresis hoja 5



Resultados

pdf electrophoresis hoja 6



Resultados

pdf electrophoresis hoja 7



Resultados

pdf electrophoresis hoja material suplementario 1



Resultados

pdf electrophoresis hoja material suplementario 2



Resultados



Resultados

Sintesis de resultados

En el proceso de optimizacidn de la reaccidn de derivatizacion se determinaron
aquellos valores de concentracién de NBD-F, de pH de la mezcla de reaccion, de
temperatura y de tiempo de incubacién que dieron lugar a una mayor
formacion de GABA derivatizado.

En la optimizacion de la resolucion electroforética se realizaron separaciones
en modo CZE. Se optimizd la separacion mediante la utilizacidon de diferentes
concentraciones de borato en el tampdn de carrera, pH y voltajes. No se
consiguié la separacién total entre glutamina y GABA debido a la elevada
concentracidon de este aminoacido en LCR (ratio GIn/GABA = 5000/1)

Se utilizé un modo MECK de separacién afiadiendo SDS al tampdn de carrera y
se volvieron a optimizar concentracion de borato, de SDS, pH del tampdn. Por
ultimo se anadié B-ciclodextrina a diversas concentraciones para mejorar la
resolucién. La resolucién fue maxima aplicando un voltaje de 20 kV y con un
tampodn de carrera de composicién 200 mmol/L de borato de sodio, 10 mmol/L
de SDS, 8.5 mmol/L de B-ciclodextrina y ajustado a pH 10.

En el método descrito se consiguié una gran estabilidad de los tiempos de
migracion, obteniéndose una desviacidén interdiaria Unicamente del 1,1%. La
linealidad obtenida fue de 2,5 nmol/L a 1 umol/L (r2 =0.999), y la imprecisién
intra e interdiaria calculada a partir de analisis de muestras con valores
fisiolégicos de GABA fue de 6 y 8%, respectivamente. El limite de deteccién
conseguido a partir de andlisis de estdndares diluidos fue de 1 nmol/L. Se
realizdé una comparacidon con muestras analizadas por CE-LIF y cromatografia de
intercambio idnico obteniéndose una buena correlacion. La comparacion entre
ambos métodos se realizd a concentraciones altas, ya que la cromatografia de
intercambio iénico no tiene la sensibilidad requerida para analizar GABA a las
concentraciones fisioldgicas de LCR.

Se estudiaron las mejores condiciones de recogida, manipulacién vy
almacenamiento de la muestra de LCR con el fin de evitar la hidrodlisis del GABA
conjugado. Se detectaron aumentos estadisticamente significativos entre las
muestras mantenias en frio respecto a aquellas mantenidas a temperatura

ambiente, o que habian sufrido mas de 3 ciclos de congelacidon/descongelacién.
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La muestra se debe recoger y mantener en frio durante todo el proceso, ya que
a temperatura ambiente aumenta la hidrélisis y la concentracién de GABA libre
se ve falsamente aumentada.

e En el establecimiento de valores de referencia se observé una correlacién
positiva estadisticamente significativa entre la concentracién de GABA y la
edad, por lo que se estratificaron los intervalos de referencia en dos grupos de
edad. Estos intervalos de referencia fueron establecidos en un elevado nimero
de pacientes en comparacidén con la mayoria de los valores de referencia
previamente descritos por otros autores, y fueron notablemente mas bajos que
éstos. Presumiblemente, puede ser debido al aumento de hidrélisis que se da
siempre que la muestra no se manipule adecuadamente.

e La concentracion de GABA en LCR de pacientes neuropediatricos en
tratamiento con antiepilépticos que actuan sobre el metabolismo del GABA,
como valproato y gabapentina, fue estadisticamente superior que en aquellos

pacientes en tratamiento con antiepilépticos que actldan en otras vias.
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3. Estandarizacién y evaluacion de un nuevo procedimiento para la determinacion de
oligosacaridos en orina por CE y deteccién de fluorescencia inducida por laser en el

cribado de oligosacaridosis y enfermedades relacionadas.

A capillary electrophoresis procedure for the screening of oligosaccharidoses and
related diseases

Mercedes Casado, Laura Altimira, Raquel Montero, Esperanza Castejon, Andres
Nascimento, Belen Perez-Duefias, Aida Ormazabal, Rafael Artuch

Anal Bioanal Chem, aceptado en Abril 2014

El cribado de estas enfermedades en nuestro centro se ha realizado tradicionalmente
mediante cromatografia en capa fina. Este hecho ha provocado que el nimero de
pacientes a analizar fuera muy limitado. Ademds este método era extremadamente
laborioso y transcurria durante 3 dias de trabajo. Por esta razoén, se desarrollé y evalué
un nuevo procedimiento basado en CE-LIF. Tras la evaluacién mostrada en el presente
trabajo, el nuevo procedimiento se instaurd en nuestro centro. Este hecho permitio
aumentar significativamente el nimero de pacientes a estudiar.

El objetivo de este trabajo ha sido estandarizar un nuevo procedimiento para el
cribado de las oligosacaridosis y otras enfermedades relacionadas, para lo que
recopilaron orinas de sujetos control y de pacientes con diversas enfermedades, y se

establecieron perfiles caracteristicos de excrecién de oligosacaridos.
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Sintesis de resultados

En el analisis de muestras de orina de sujetos control se establecieron dos
perfiles de referencia en funcién de la edad: un perfil para menores de un afio
con excrecién baja de diversos oligosacaridos presentes en la leche materna o
en la férmula artificial; y un perfil para edades superiores que tan solo
presentaba excrecion del tetrasacarido derivado de la degradacién fisioldgica
del glucégeno.

Se estudio la relacién entre la excrecién del glucotetrasacarido con la edad en
sujetos control, obteniéndose una correlacién negativa estadisticamente
significativa (r = -0.645; p = 0.0007; n = 24).

Todas las orinas procedentes de pacientes que contenian oligosacdridos con
extremo reductor libre generaron un perfil claramente alterado cuando se
compararon con controles de la misma edad.

Las alteraciones obtenidas en los perfiles patolégicos fueron mucho mas
evidentes que las obtenidas mediante cromatografia en capa fina.

La respuesta y resolucion de los oligosacdridos urinarios obtenidas por CE-LIF
fueron adecuadas para el cribado de oligosacaridosis.

Aquellas orinas procedentes de pacientes con aspartilglucosaminuria vy
enfermedad de Schindler, caracterizadas por la excrecidn de oligosacaridos no
reductores, mostraron perfiles sin alteraciones. Esto es debido a que la
reaccion de derivatizacidn previa al analisis Unicamente tiene lugar sobre

oligosacaridos reductores.
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DISCUSION CONJUNTA

La electroforesis capilar tiene lugar en un capilar de pequeno didmetro, lo que le
confiere una serie de ventajas respecto a otros métodos de separacion. Entre sus
ventajas podemos destacar una alta resolucién, corto tiempo de separacion, bajo coste
de analisis, pequefio volumen de muestra requerido y bajo consumo de reactivos.
Acoplando la electroforesis capilar a un sistema de deteccién altamente sensible como
el detector de fluorescencia inducida por ldser, se consigue ademds disminuir
sustancialmente el limite deteccién de los procedimientos. Estas caracteristicas hacen
esta metodologia idonea para el andlisis de metabolitos de dificil cuantificacién, como
por ejemplo el GABA por su baja concentracion, cuya medida actualmente queda
restringida Unicamente a métodos MS/MS, no disponibles en la mayoria de
laboratorios clinicos debido a su alto coste inicial. También permite el desarrollo de
procedimientos que sustituyan los métodos convencionales, que para algunos
metabolitos de dificil separacién son largos y tediosos, hecho que dificulta ampliar el
numero de pacientes susceptibles de cribado. En esta tesis hemos desarrollado y
validado tres procedimientos de medida basados en CE. En dos de los procedimientos
el fin era la eliminacién de procedimientos de cribado laboriosos, usados
tradicionalmente en los laboratorios de diagnéstico de enfermedades metabdlicas. En
ambos casos, el cambio de procedimiento ha permitido aumentar el nimero de
pacientes a estudiar, pudiendo incluir pacientes con una clinica quizas no tan sugestiva
de la enfermedad, con la idea de desvelar fenotipos no descritos. Otro punto
importante es el aumento de la sensibilidad de estos procedimientos respecto a los
convencionales, caracteristica que permite detectar pacientes con ligeras alteraciones
bioquimicas que pasarian desapercibidos por los métodos convencionales. En el
trasnscurso de esta tesis esta situacion se ha dado en dos ocasiones, en una paciente
afecta de CDG-1a descrita en resultados y en un paciente con mucolipidosis 3, que fue
diagnosticado medinate CE, tras realizarse una cromatografia en capa fina que fue
negativa.

Respecto al estudio de neurotransmisores en LCR, suele estar restringido al estudio de

metabolitos de serotonina y dopamina. Generalmente no se estudia la via GABAérgica,
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debido a la escasez de métodos descritos para determinar GABA en LCR, la falta de
validacién técnica en la mayoria de ellos y a la disparidad de resultados reportados.
Con el fin de realizar un estudio de LCR donde también se estudie esta via, se realizé la
estandarizaciéon de la determinacion de GABA en LCR mediante cromatografia
electrocinética micelar y deteccion de fluorescencia inducida por laser. Una vez
desarrollado el procedimiento, se realizé la validacién del mismo, asi como el
establecimiento de valores de referencia estratificados por edad. Debido a las
peculiaridades en la estabilidad de este neurotransmisor, se estudiaron las diferentes
variables premetroldgicas que pueden afectar al resultado. Por ultimo, también se
estudio el efecto que tienen diversos farmacos antiepilépticos sobre la concentracién

de GABA en LCR.

1. Estandarizacion y evaluacion de la determinacion de sialotransferrina por CE con
deteccidn ultravioleta para el estudio de defectos congénitos de la glicosilacion.
Aplicacion de la determinacion de sialotransferrina por CE en el diagnéstico de

casos con fenotipos leves

En este estudio se realizd en primera instancia una validacién del procedimiento de CE
para el cribado de de los defectos congénitos de glicosilacion frente al método clasico
del IEF. Como parte de la validacion se llevd a cabo un estudio de intercambiabilidad
de los resultados obtenidos en el perfil de glicosilacién de la transferrina por HPLC y
CE, y se evalué la utilidad diagndstica de ambos procedimientos frente al IEF
(Quintana, Montero y colaboradores 2009). Para ello se procesaron muestras
pertenecientes a sujetos control y muestras con diferentes perfiles de glicosilacion
alterados. Existian estudios previos comparativos entre estos dos métodos, pero no
para el cribado de estas enfermedades, sino para la deteccion de perfiles de
glicosilacion alterados debido a un consumo crénico de alcohol (Helander 2005),
donde Unicamente se estudio el porcentaje de la forma disialilada de la ransferrina y la
poblacién utilizada fue diferente. En nuestro caso, hemos observado que existia una
fuerte correlacién lineal entre los resultados de ambos métodos y que Unicamente no

eran transferibles los resultados de disialotranferrina, aun presentando una clara
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correlacién entre ellos. Esta discordancia entre esta isoforma y las demas puede ser
debida a los valores de las muestras utilizadas en el estudio de intercambiabilidad. En
un estudio de este tipo, se deben incluir muestras con valores de la magnitud a
estudiar que comprendan todo el intervalo analitico con una distribucién homogénea.
En nuestro caso, debido a la baja incidencia de este grupo de patologias, no pudimos
cumplir esta premisa. Tan solo pudimos obtener 18 muestras patoldgicas, y dentro de
éstas, unicamente 12 tenian valores de disialotransferrina superiores al 2%. Esta falta
de homogeneidad en la distribucion de valores se mantiene en el resto de las
isoformas, pero es en la disialotransferrina donde es mas marcada. Por lo tanto, seria
necesario ampliar el estudio a medida que se fueran obteniendo mas pacientes con el
fin de tener una distribucién homogénea de datos con la que obtendriamos una
estadistica mas robusta. Aun con estas limitaciones, nuestros resultados concuerdan
con los obtenidos previamente, donde también encontraron unos valores de
disialotranferrina ligeramente superiores por HPLC respecto a los de CE (Helander
2005).

Segun los resultados obtenidos y teniendo en cuenta la importancia de Ia
cuantificacién de esta isoforma en concreto para la detecciéon de los defectos de
glicosilacion, es recomendable que cada laboratorio calcule unos intervalos de
referencia especificos de método para poder interpretar correctamente los resultados.
Los valores de referencia obtenidos fueron similares a los descritos previamente
(Helander 2004, Carchon 2004). En estos estudios previos también se habia descrito
gue estos valores eran independientes de la edad y del sexo.

El IEF continda siendo la técnica de uso comun en la mayoria de laboratorios que se
dedican a enfermedades metabdlicas. Es altamente especifica, ya que el uso de
anticuerpo frente a transferrina practicamente impide la aparicion de falsos positivos.
Como contra partida, es una técnica manual, que consume mucho tiempo y que solo
permite realizar series analiticas con niumero muy limitado de muestras. Este ultimo
punto hace la técnica inviable en aquellos centros con un nimero importante de
pacientes a estudiar. En los ultimos afios se esta ampliando el cribado de este tipo de
enfermedades, debido a la aparicién de nuevas presentaciones clinicas, por lo que el
numero de analisis ha aumentado considerablemente. Ademas de todo esto, el IEF

tiene como desventaja la interpretacion subjetiva de sus resultados. Con el fin de
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aumentar su objetividad, se propuso la lectura densiométrica de las bandas, pero se
vio que no era reproducible debido a que las bandas no se tifien homogéneamente y
de forma débil o a que el ruido de fondo es demasiado elevado. En la mayoria de
casos, la inspeccion visual es suficiente para determinar si un perfil esta alterado o es
normal, pero en aquellos perfiles donde la alteracidn es muy sutil es donde se pueden
dar resultados falsos negativos. Un método semicuantitativo puede paliar estos
problemas: por un lado existe la posibilidad de aumentar el nimero de muestras a
analizar sin consumir mas tiempo del personal, permitiendo asi un cribado mas amplio.
Por otro lado, al poder cuantificar de una manera reproducible el porcentaje de cada
isoforma, se facilita considerablemente la interpretacion de los resultados. Dentro de
la serie de pacientes que fue utilizada en este estudio, todos han sido facilmente
identificados como patoldgicos, incluso aquellos tipo 1 discretamente alterados que
por IEF se consideraron dudosos, ya que al cuantificar se obtuvieron valores de
disialotransferrina por encima del limite superior de referencia. Si hacemos una
comparacion de costes entre el IEF y el nuevo procedimiento, es obvio que el
equipamiento para la CE tiene un precio mas elevado que para el IEF, pero el
anticuerpo anti transferrina humana utilizado en el IEF también tiene un coste superior
gue los reactivos de los otros dos métodos. Por otro lado, si se tiene en cuenta el
tiempo de personal consumido, en el IEF el tiempo utilizado por muestra es varias
veces superior que en los métodos semicuantitativos. Asi que, una vez asumida la
inversion inicial en el equipamiento, el método de CE resulta mas econdmico que el

IEF.

Respecto a la identificacion de nuevos casos, es interesante destacar que clinicamente
los pacientes estudiados presentaron un cuadro leve-moderado con un rasgo clinico
practicamente no descrito en pacientes CDG, que es el temblor (Griinewald 2009). Este
hecho hizo que la sospecha inicial no fuera en esta direccidon. Respecto al analisis de
sialotransferrina, ambas pacientes mostraron un perfil levemente alterado, que incluso
llegd a ser valorado como normal en la paciente 2 cuando utilizamos el IEF. Fue
interesante también el estudio evolutivo de esta paciente, que mostré un perfil
alterado inicialmente, que se normalizé por IEF en una segunda muestra y que volvid a

estar alterado en una tercera. Este hecho podria estar relacionado con la persistencia
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de actividad enzimatica residual, que permitiria una cierta correccion temporal del
perfil de sialotransferrina después de algun episodio agudo. En cualquier caso, esta
normalizacion del perfil de glicosilacion no se acompaid de mejoria clinica. Por otro
lado, ya habia sido descrito que en presencia de infecciones se puede alterar el perfil
de glicosilacion debido a un incremento de la actividad neuraminidasa (Quintana
2007). Es importante tener en cuenta este hecho con el fin de evitar falsos positivos o,
como en el caso de la paciente 2, falsos negativos, al asumir que la alteracién era

posiblemente de origen secundario.

Las mutaciones observadas en ambos casos en el gen PMM2 se pueden considerar
leves (Westphal 2001). Por tanto, es para este tipo de pacientes, que mantienen una
cierta actividad residual, para los que es importante disponer de un método de andlisis
de sialotransferrina con mayor sensibilidad que el IEF, ya que de lo contrario podrian

pasar desapercibidos en el cribado convencional de los sindromes CDG.

2. Estandarizacion de la determinacion de GABA en LCR por MECK y deteccién de
fluorescencia inducida por laser: evaluacidn del procedimiento y establecimiento
de valores referencia. Aplicacion de la determinacion de GABA en LCR como
biomarcador para el estudio de pacientes pediatricos con enfermedades

neuroldgicas

En este trabajo se desarrollo un nuevo procedimiento de medida para la cuantificacién
de GABA en LCR. Para poder llevar a cabo una cuantificacién con una imprecisidon
aceptable, es necesaria una metodologia altamente sensible, ya que en LCR este
neurotransmisor esta presente a muy bajas concentraciones. Un método de CE
acoplado a un detector de alta sensibilidad como el LIF, con limites de deteccién
reportados del orden de nano a picomolar, seria idoneo para este analisis. Debido a
que el GABA no presenta fluorescencia nativa es necesario llevar a cabo una
derivatizacién previa a la deteccion por LIF. Existen una gran variedad de derivatizantes
gue reaccionan con las aminas produciendo compuestos fluorogénicos. En la elecciéon
del derivatizante lo primero a tener en cuenta es el tipo de laser del que se dispone. En

nuestro caso se trata de un laser de Argén, con una longitud de onda de emisién de
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488 nm. Por tanto, se debe utilizar un derivatizante que produzca compuestos que
presenten un maximo de absorbancia cercano a esta longitud de onda. Uno de los mas
utilizados con esta caracteristica es el FITC (fluoresceina-5-isotiocianato), debido a que
produce unos compuestos derivatizados que son estables. Esta fue nuestra primera
opcién (datos no mostrados, previos a la publicacién). Los inconvenientes que
encontramos fue el largo tiempo de incubacidon requerido en el proceso de
derivatizacién y la generacion de varios productos de hidrdlisis que aparecian en el
electroferograma del blanco a diferentes tiempos de retencidn, siendo muy probable
que alguno interfiriera con la sefial del GABA. Nuestra segunda opcion fue el NBD-F (4-
fluoro-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol), derivatizante que reacciona con aminas y que
requiere un corto tiempo de incubacién, produciendo pocos compuestos de hidrdlisis y
con una longitud de onda de absorcién de sus derivatizados de 488 nm.

Una vez elegido el derivatizante se intentaron adaptar trabajos publicados sobre
analisis de GABA mediante CE-LIF y NBD-F. En un primer momento, si se revisa la
bibliografia sobre el andlisis mediante CE-LIF de este neurotransmisor, se puede
observar que en la gran mayoria de trabajos publicados, la cuantificacidn se lleva cabo
en liquido proveniente de microdidlisis, principalmente en ratas (Chen 2001, Sauvinet
2003, Ehlen 2005, Kaul 2011). Para la obtencidn de esta muestra se implanta una
canula directamente en la regién cerebral de interés. En esta matriz, la concentracién
de GABA acostumbra a estar muy elevada, del orden de micromolar, especialmente si
se estudian areas GABAérgicas. En nuestra matriz de estudio, la concentracién de esta
molécula es muy inferior, del orden de nanomolar. Fue principalmente por este motivo
por lo que no fue posible la adaptacién sin modificaciones de un método ya descrito.
Se partié del método descrito por Zhang y Zhang en 2001, en el que determinaban
GABA en microdializados de hipotalamo de ratas. Al intentar adaptar este
procedimiento para el andlisis de LCR nos encontramos con una elevada concentracién
de glutamina en LCR, con una valor medio de 500 pumol/L, que enmascaraba
totalmente la sefial del GABA, con una concentracién unas 5000 veces menor,
mientras que en microdializado de hipotdlamo las concentraciones de ambos
compuestos eran similares. Se aumentd la concentracién del tampdn de separacién
con el fin de disminuir el EOF y asi mejorar la resolucién entre estas dos moléculas.

También se testaron diferentes valores de pH del tampdn, y aunque se logré mejorar
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la resolucion entre los dos compuestos al analizar soluciones estandar con GABA vy
glutamina, aln no se observaba una resolucién éptima al analizar LCR. Por esta razén
modificamos el modo de separaciéon, de CE en zona libre (CZE) a cromatografia
electrocinética micelar (MECK). Mediante este tipo de separacidon se consigue
modificar sustancialmente los tiempos de retencién, ya que los diferentes compuestos
(neutros y cargados) interaccionan mas o menos con las micelas en funcién de su
naturaleza quimica. Se le afadié SDS al tampdn de separacién a diferentes
concentraciones y se estudido su efecto sobre la resolucion de muestras de LCR.
También se afiadio B-ciclodextrina al tampdn a diferentes concentraciones. El uso de
estos dos compuestos a unas concentraciones determinadas en un tampdn de
separacion de concentracién alta de borato y pH 10, permitio la separacion del pico de
GABA del resto de aminas del electroferograma, aplicando un voltaje de separacién de
30 kV. Una vez optimizada la resolucién se reevaluaron y optimizaron las variables que
intervienen en la derivatizacién: temperatura, tiempo y pH de reaccién vy
concentraciéon del derivatizante; con el fin de conseguir la mayor respuesta posible. Ya
establecidas las mejores condiciones de derivatizacién y separacidon se realizd la
validacién del procedimiento, obteniéndose unos resultados satisfactorios tanto en
imprecision como en limite de deteccién. Estas caracteristicas metroldgicas hacen
valido el procedimiento para el diagndstico de posibles deficiencias de GABA.

Durante la elaboracién de los valores de referencia nos encontramos con una gran
dispersion de datos. Los datos obtenidos de LCR de puncién lumbar de urgencias, que
habian permanecido cierto tiempo a temperatura ambiente durante su procesamiento
en el laboratorio de urgencias, eran visiblemente superiores a aquellos obtenidos tras
puncidén lumbar segun el protocolo de recogida de LCR para el estudio de
neurotransmisores, que mantiene las muestras siempre en frio. Este hecho, junto con
la gran disparidad existente entre los valores de referencia publicados (Bergquist 1994,
Deng 2008), nos hizo pensar que las condiciones premetrolégicas podian ser cruciales
para una correcta cuantificacién. Para confirmar esta hipdtesis realizamos un estudio
de estabilidad en el que estudiamos como variaba la concentracién de GABA en un
mismo LCR tras diferentes condiciones de recogida, ciclos de congelacidn-
descongelacién y tiempo a temperatura ambiente. Se vio que el factor que hacia

aumentar la concentracién de GABA es el tiempo a temperatura ambiente, por lo que
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es recomendable recoger el LCR tras la puncién en hielo, llevarlo al laboratorio en frio
y congelarlo a -802C hasta el momento del analisis. En la manipulacién durante el
analisis seria 6ptimo descongelarlo e introducirlo inmediatamente en un bafio de hielo
mientras dure la manipulacién. Hay muy poca bibliografia sobre este tema, los trabajos
sobre analisis de GABA en diferentes matrices no mencionan esta cuestién, por lo que
se sobreentiende que no tienen en cuenta este factor. Unicamente encontramos
trabajos muy antiguos como el realizado por Grossman en 1980 en el que hablan de la
hidrélisis que tiene lugar a temperatura ambiente del GABA conjugado provocando
una falsa elevacién de GABA libre, a partir de péptidos como la homocarnosina,
formado por histidina y GABA.

Teniendo en cuenta estos factores volvimos a realizar los valores de referencia,
utilizando Unicamente LCR que hubieran estado recogidos en las condiciones dptimas y
manteniéndolos en frio durante todo el procesamiento de la muestra. Los valores de
referencia obtenidos fueron sustancialmente inferiores a los que se encuentran
generalmente en la bibliografia. Hay muy pocos estudios donde se establezcan valores
de referencia. En el trabajo de Eckstein del 2008 se hace una comparativa de los
valores obtenidos en diferentes trabajos mediante diversas técnicas. En esta
comparativa todos los valores de referencia son entre 3 y 10 veces superiores a los
nuestros, excepto los realizados por Goldsmith en 1987, que si habla especificamente
de evitar la hidrélisis de los conjugados de GABA. Estos son similares a los realizados
por Kok en 1993 que también advierte de la posibilidad de obtener resultados
falsamente elevados si no se trabaja en las condiciones premetrolégicas adecuadas.
Los valores de referencia obtenidos fueron estratificados por edad, ya que se obtuvo
una correlacién positiva estadisticamente significativa entre la edad y los valores de
GABA. En los dos ultimos trabajos nombrados, realizados en poblacién pediatrica,
también estratifican los valores de referencia por edades, aunque los intervalos de
edad son diferentes a los nuestros. En nuestro caso disponemos de un nimero mucho
mas elevado de muestras de LCR de referencia, por lo que es de esperar que sean
altamente fiables.

Diversos antiepilépticos tienen su mecanismo de accién sobre el metabolismo del
GABA. Debido al alto numero de pacientes bajo algun tratamiento anticonvulsivo a los

gue se les realiza puncién lumbar, decidimos estudiar si el efecto sobre el metabolismo
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del GABA se veria reflejado en su concentracion en LCR. Los resultados obtenidos
mostraron claramente un aumento estadisticamente significativo de la concentracién
de GABA en aquellos pacientes en tratamiento con valproato o vigabatrina, que
modulan el metabolismo del GABA, frente a los pacientes en tratamiento con
anticonvulsivos con mecanismos que no afectan al GABA. Estos datos sugieren que en
aquellos casos de dificil control en los que no hay una buena respuesta al tratamiento,
se podria monitorizar el efecto de estos antiepilépticos monitorizando Ila
concentracion de GABA en LCR.

En el transcurso de este trabajo fueron diagnosticados en nuestro centro dos
hermanos afectos de deficiencia de SSADH, segundo enzima implicado en la
metabolizacién del GABA. Estos pacientes excretan grandes cantidades del acido 4-
hidroxibutirico, debido a que el sustrato del enzima deficiente se transforma no
enzimdticamente en este compuesto cuando se acumula. En estos pacientes esta
descrito un aumento moderado de GABA en LCR (Pearl 2003), no muy importante
debido a la via de escape no enzimatica anteriormente comentada. A uno de ellos se le
realizdé una puncién lumbar con la finalidad de realizar un estudio de
neurotranmisores, en la que se pudo determinar GABA obteniéndose un valor
aumentado tal como se describe en la bibliografia. Hasta el momento no se han
detectado mas casos de alteraciones en el metabolismo del GABA, pero es de esperar
gue en los préximos afos, debido al alto niumero de estudios de LCR que se llevan a
cabo en nuestro centro, se detecten alteraciones primarias o secundarias de este

neurotransmisor.

3. Estandarizacion y evaluacion de un nuevo procedimiento para la determinacion
de oligosacaridos en orina por CE y deteccion de fluorescencia inducida por laser

en el cribado de oligosacaridosis y enfermedades relacionadas

En este trabajo se desarrollé un procedimiento basado en CE-LIF para determinar la
excrecién de oligosacdridos en orina, con la finalidad de poder sustituir el método
clasico de cribado de la oligosacaridosis, la cromatografia en capa fina, por un método
mas rapido, menos laborioso y con una interpretacién de resultados mas objetiva. La

electroforesis capilar se viene utilizando desde hace algunos anos en estudios
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glicomicos. Existe una gran variedad de oligosacaridos presentes en las glicoproteinas,
con estructuras muy similares y en el caso de isémeros, con el mismo peso molecular.
Es por esta razén, que la electroforesis capilar, con su alto poder resolutivo, capaz de
separar moléculas muy parecidas estructuralmente, es idénea para la separacion y el
analisis de los oligosacaridos presentes en las glicoproteinas. Para poder detectar los
oligosacaridos mediante LIF es necesaria una derivatizacién previa con un agente
fluorogénico. El primer derivatizante ampliamente utilizado en los estudios glicomicos
es el acido 8-aminonaftaleno-1,3,6-trisulfonico (ANTS). Mediante este reactivo se
analizan los oligosacdridos derivados de diversas glicoproteinas, como
inmunoglobulinas, ovoalbumina, fetuina, etc. El ANTS, mediante una aminacién
reductiva con el extremo no reductor del oligosacdrido, produce derivatizados que
emiten fluorescencia bajo una longitud de onda de excitacién de 370 nm. Esta longitud
de onda de excitacién es cercana a la longitud de onda del Idser de He-Cd (A=325 nm),
laser de un elevado coste. Por esta razdn, actualmente el reactivo mas utilizado para
derivatizar oligosacaridos es el 1-aminopireno-3,6,8-trisulfonato (APTS), ya que
produce unos derivatizados con una longitud de onda de excitacion de 455 nm,
cercana a los 488 nm de longitud de onda del laser de Argdn, ldaser mucho mas
accesible y acoplado a la mayoria de aparatos de CE-LIF. Chen en 1995 fue el primero
en utilizar este derivatizante en el estudio de glicanos derivados de glicoproteinas. A
partir de aqui existen un elevado niumero de trabajos que utilizan este derivatizante
para estudios glicomicos. Nuestro trabajo consistié en adaptar estos procedimientos,
establecidos para el estudio de glicoproteinas, para la deteccidén de oligosacaridos en
orina, ya que hasta el momento no hay descrito ningin procedimiento basado en CE-
LIF para el estudio de oligosacaridos en esta matriz. Los oligosacdridos en condiciones
normales estan a una concentracion muy baja en la orina, por lo que fue necesario
concentrar la muestra con el fin de obtener una mayor repuesta. El volumen de orina
del que partimos para realizar el andlisis fue variable en funcion de la concentracion de
creatinina, para obtener unos resultados que fueran comparables entre muestras e
independientes de lo concentrada que estuviera la orina. También se optimizaron las
cantidades de derivatizante y de acido acético utilizadas en la reaccidn, asi como el
tiempo y la temperatura de incubacion. Al final se eligieron unas condiciones de

reaccion suaves, con la finalidad de evitar la pérdida de residuos de acido sialico, ya
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gue esta descrito que el enlace entre este mondmero y el resto de la cadena glucidica
es termolabil y se degrada facilmente a temperaturas superiores a los 602C (Chen
1995).

Una vez optimizadas todas las variables de derivatizacién se procedid al estudio de
oligosacdridos mediante CE-LIF en muestras de sujetos control y de pacientes afectos
de oligosacaridosis u otras enfermedades caracterizadas también por la excrecién
aumentada de oligosacaridos en orina. Junto con las muestras se analizd también un
marcador de tamafio formado por glucosacaridos lineales con diferentes grados de
polimerizacién, desde glucosa hasta Glcys, con el que se obtenian los tiempos de
migracidon aproximados en funcién del grado de polimerizacion del oligosacarido.
Mediante el estudio de sujetos control se establecieron dos tipos de perfiles de
referencia, basados principalmente en la dieta de los sujetos. En los sujetos de edad
inferior a un afo, en los que su dieta estaba basada totalmente o en gran proporcién
en leche materna o de féormula artificial, se obtuvo un perfil con la presencia de
abundantes oligosacdaridos en baja proporcion, con movilidades segin el marcador de
tamafio entre tri- y pentasacdridos. La leche materna presenta un elevado numero de
oligosacaridos complejos, con una concentraciéon total de 10 a 20 g/L (Rudloff en
2012). Estos oligosacdridos presentan una alta proporcién de fucosa y se postula que
estan relacionados con un buen establecimiento de la flora intestinal en los lactantes.
Actualmente la mayoria de leches de férmula intentan imitar la composicién de la
leche materna anadiendo diversos tipos de oligosacdridos. La presencia de estos
oligosacaridos de la dieta ha sido demostrada tanto en orina como en heces de los
lactantes (De Leoz 2013). En sujetos control de mayor edad, con una dieta libre de
leche materna o de féormula, estos oligosacaridos no estaban presentes, y Unicamente
presentaban un oligosacédrido con un tiempo de retencién en la posicion de
tetrasacdrido. Este oligosacarido presenta una excrecién que decrece con la edad,
obteniéndose una correlacion negativa estadisticamente significativa. La excrecién
fisioldgica de este tetrasacarido ya ha sido reportada en otros estudios, y corresponde
al oligosacarido 6-a-D-glucopiranosil-maltotriosa (Glc4), producto de la degradacion
intravascular del glucégeno (Sluiter 2012). Una vez establecidos estos perfiles en la

poblacién control, se pone de manifiesto que en la interpretacién de resultados habra
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gue tener en cuenta estas variaciones en la excrecion de oligosacaridos en funcion de
la edad del paciente.

Todas las muestras de orina procedentes de pacientes que contenian oligosacaridos
con extremo reductor libre generaron un perfil claramente alterado cuando se
compararon con controles de la misma edad. En el caso de la fucosidosis, causada por
una actividad deficiente del enzima a-L-fucosidasa, se acumulan en tejidos y orina
glucoconjugados fucosilados por una incompleta degradacion de N- y O-glicoproteinas,
glicolipidos y proteoglicanos. El producto que se acumula en mayor cantidad es el
glicopéptido Fuc-GIcNAc-Asn, correspondiente al punto de unidén entre la cadena
glucidica y la proteina (Michalski 1999). Este glicopéptido, al carecer de extremo
reductor, no sera susceptible de reaccionar con el APTS y por lo tanto, no sera
detectado mediante este procedimiento. Estos pacientes acumulan en menor medida
otros oligosacaridos reductores que si podran reaccionar con el APTS. En la fig 2a del
material suplementario en la seccion de resultados se muestra el perfil claramente
alterado obtenido para un paciente con fucosidosis comparado con un perfil de un
sujeto control de la misma edad, en el cual se observa un pico anormal con una
movilidad electroforética correspondiente a hexa-heptasacdrido en el marcador de
tamafio. Este pico corresponderia al hexasacdrido Fuc-Gal-GlcNAc-Man,-GIcNAc, cuya
excrecion ha sido descrita en afectos de fucosidosis mediante métodos de MS (Ramsay
2005, Xia 2013).

En los pacientes afectos de a-manosidosis, causada por defectos en el enzima a-
manosidasa, se acumulan oligosacaridos ramificados con un alto contenido en manosa
(Man,-GIcNAc, n > 2) (Michalski 1999). El perfil obtenido mediante nuestro
procedimiento, mostrado en la fig 2b del material suplementario en la seccién de
resultados, fue similar a los perfiles descritos previamente mediante MS (Klein 1998,
Xia 2013). Es un perfil claramente alterado con una gran excrecién del trisacarido
Man,-GlcNAc y excrecién de otros oligosacaridos de estructuras Mans.s-GIcNAc, con
una senal decreciente a medida que aumenta el grado de polimerizacién.

Las gangliosidosis son debidas a defectos en enzimas que intervienen en la
degradacion de los ganglidsidos, y en algunos tipos también en la degradacién de otras
moléculas glicosiladas. La gangliosidosis GM1 esta causada por una actividad deficiente

del enzima B-galactosidasa, enzima que libera residuos de galactosa en la degradacién
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del ganglidsido GM1 y también en la degradacién de otros glicolipidos, glicoproteinas y
mucopolisacdridos. Debido a la deficiencia de este enzima, estos pacientes presentan
una excrecion elevada de oligosacaridos galactosilados (Sandhoff 2013). En la fig 1a en
la seccidon de resultados se muestra un perfil correspondiente a un paciente GM1, con
una excrecion muy elevada de varios oligosacaridos andmalos, con grados de
polimerizacién de 3 a 11. El perfil es similar a los descritos por procedimientos de MS,
donde se detectan varios oligosacaridos andmalos con una excrecion predominante
del octasacarido Gal,-GIcNAc,-Mans-GlcNAc (Xia 2013).

En la enfermedad de Sandhoff existe una deficiencia de la subunidad B de las
hexosaminidasas A y B. La hexosaminidasa A sélo estd involucrada en la degradacion
del gangliésido GM2, pero la B participa tanto en la degradacion del GM2 como en la
liberacion de GIcNAc durante la degradacion de las glicoproteinas. Es el defecto de
este enzima el que provocard un aumento de la excrecion de oligosacaridos (Sandhoff
2013). En el perfil urinario obtenido por CE-LIF (fig 1b en la seccién de resultados) se
detectan claramente 8 oligosacaridos anémalos con grados de polimerizacién de tetra-
a hexasacaridos. En los procedimientos basados en MS tan sélo se describen tres
oligosacaridos (un tetra-, un penta- y un hexasacarido) (Ramsay 2005, Bruggink, 2012,
Xia 2013). Esta discrepancia entre los perfiles se deba probablemente a la capacidad de
la CE de separar isdmeros con el mismo peso molecular que son indistinguibles por
procedimientos de MS.

Las glucogenosis son enfermedades causadas por defectos en la degradacion del
glucégeno. En varios tipos de glucogenosis se ha descrito el aumento de la excrecién
del oligosacarido 6-a-D-glucopiranosil-maltotriosa (Glc4) (Sluiter 2012). En la
glucogenosis tipo 2 o enfermedad de Pompe se correlaciona la excrecién de este
tetrasacdrido con la progresién de la enfermedad y con la respuesta terapéutica a la
terapia de sustitucién enzimatica (Young 2009). En la figura 3 del material
suplementario se muestran los perfiles obtenidos en el andlisis de muestras de
enfermedad de Pompe (fig 3a) y de glucogenosis tipo 3 (fig 3b). En ambos perfiles se
observa una clara elevacion del Glc4, muy superior a la excrecién fisiolodgica de los
controles. También se detectan otras cantidades menores de otros oligosacdridos con
mayor grado de polimerizacién, correspondientes a diversos polimeros de glucosa

derivados de la acumulacién de glucdgeno.
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Debido a la bajisima incidencia de este tipo de enfermedades no ha sido posible
analizar muestras del resto de defectos que cursan con oligosacariduria, pero es légico
pensar que todas aquellas enfermedades que excreten oligosacaridos reductores seran
faciimente detectadas mediante este procedimiento. Aquellas que Unicamente
excreten glicocompuestos no reductores, como es el caso de la aspartilglucosaminuria,
no podran ser detectadas. En este caso, debido a que el compuesto que se acumula
tiene un residuo aminoacidico, es posible detectarlo mediante un andlisis convencional
de aminoacidos en orina mediante cromatografia de intercambio idnico. De igual
modo, en la enfermedad de Schindler, donde el acimulo principal son glicopéptidos no
reductores que contienen la estructura GalNAc-O-Ser/Thr (Michalski 1999), también se
obtiene un perfil indistinguible de los controles.

Para el resto de enfermedades que presentan excrecion de oligosacaridos reductores,
se obtuvieron perfiles claramente alterados, con presencia de picos anormales no
presentes en las orinas control. La interpretacién de los perfiles fue mucho mas claray
objetiva que en el caso de andlisis mediante cromatografia en capa fina, ademas de
tratarse de un procedimiento mucho mas rapido y que permite ampliar el cribado a un

numero mayor de pacientes.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

La semicuantificacion de las isoformas de la sialotransferrina mediante CE
ofrece varias ventajas frente al método convencional de analisis de IEF, como
son una mayor reproducibilidad y un analisis objetivo de los resultasdos

mediante el uso de valores de referencia.

El andlisis de sialotransferrina mediante CE ha permitido detectar nuevos
pacientes con fenotipos leves que tuvieron perfiles por IEF normales o dudosos.
De este hecho se desprende que la aplicacidon de esta técnica disminuira el
numero de falsos negativos en el cribado de las CDG, identificando pacientes

con nuevos fenotipos que hasta ahora podrian haber pasado desapercibidos.

La determinaciéon de GABA en LCR por MECK y deteccion de fluorescencia
inducida por laser es una buena herramienta para la cuantificacién de este

neurotransmisor.

Existe una correlacién significativa entre la concentracién de GABA en LCR vy la
edad, lo cual hace necesario el estudio de un elevado numero de sujetos

control en el establecimiento de los valores de referencia.

Para un analisis correcto de GABA en LCR es recomendable recoger la muestra
en hielo inmediatamente tras la puncién lumbar, llevarlo al laboratorio en frio y
congelarlo a -802C hasta el momento del analisis. Durante la manipulacién del
analisis seria éptimo mantener la muestra en frio. Estas consideraciones son
necesarias debido a la alta tasa de hidrdlisis que se da a temperatura ambiente

produciendo valores falsamente elevados.

Aquellos farmacos antiepilépticos que intervienen en el metabolismo del GABA
producen un aumento de la concentracién de este neurotransmisor en LCR. En
aquellos pacientes de dificil control en los que no hay una buena respuesta al
tratamiento se podria monitorizar el efecto de estos antiepilépticos

determinando la concentracion de GABA en LCR.
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7)

8)

9)

El estudio de los oligosacaridos en orina mediante CE-LIF ofrece varias ventajas
frente al método cldsico de cribado de las oligosacaridosis, la cromatografia en
capa fina, entre las que cabe destacar un menor tiempo de analisis y una mejor

interpretacion de los resultados.

El andlisis de oligosacaridos mediante CE presenta una mayor sensibilidad que
permitird detectar nuevos pacientes con fenotipos leves que podrian presentar

resultados falsos negativos con la cromatografia en capa fina.

La CE es una tecnologia de una gran versatilidad que complementa otras
técnicas de separacién mas establecidas en el estudio de errores congénitos del
metabolismo. Ha permitido sustituir técnicas convencionales en el estudio de
estos trastornos, caracterizadas por ser muy laboriosas, por técnicas mas
sensibles y semi-automatizadas, que permiten el analisis de un nimero mayor
de pacientes. Es previsible que con estos nuevos procedimientos, se consiga

ampliar y mejorar el diagnéstico de las enfermedades metabdlicas.
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Anexo

Investigaciones futuras derivadas de la tesis

Por los resultados que se estdn obteniendo con la aplicacion de los métodos descritos
en esta tesis, se estan desarrollando dos nuevas lineas de trabajo que probablemente
derivardn en nuevos resultados cientificos.

Una de ellas estd relacionada con la determinacion del GABA en LCR. Datos
preliminares obtenidos recientemente por nuestro grupo demuestran que la
concentracion de GABA se ve afectada en diferentes ECM, como es el caso de las
enfermedades mitocondriales y en ciertas aminoacidopatias. En estos casos, y por
diferentes mecanismos, el valor de GABA en LCR se encuentra disminuido. Dado el
papel inhibidor de este neurotransmisor, es previsible que este hecho explique la
presencia de epilepsia en estos ECM. Con el andlisis de mas pacientes, podremos no
solo confirmar este defecto central de GABA, sino también aplicar nuevas
aproximaciones terapeuticas. En otro ambito mds comun, la relacién del GABA con los
diferentes tratamientos antiepilépticos merece una investigacion aparte, dada la
elevada frecuencia de la epilepsia dentro del ambito de la neuropediatria.

La segunda linea de interés es la de la determinacién de oligosacaridos en orina para el
cribado de oligosacaridosis. Ya hemos detectado un paciente que habia mostrado un
resultado negativo con otras pruebas, por lo que pensamos que la aplicacién de este
cribado en series largas de pacientes neuropediatricos nos va a permitir identificar
nuevos fenotipos. Por otro lado, con la creciente aplicacién de pruebas de
secuenciacion masiva para el diagndstico de los ECM, se detectan gran cantidad de
cambios genéticos de significado incierto. La posibilidad de disponer de una prueba de
cribado tan sensible y practicable nos va a permitir identificar nuevas variantes
fenotipicas, pero también descartar los resultados genéticos inciertos como causantes

de enfermedad.
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