56

ORIGINAL

PEDIATRICA

Acta Pediatr Esp. 2015; 73(3): 56-59

Proyecto FIND: La importancia de un diagnostico precoz

C. Colén Mejeras

Unidade de Diagndstico e Tratamento das Enfermidades Conxénitas do Metabolismo. Xerencia de Xestion Integrada
de Santiago de Compostela. Santiago de Compostela (A Coruna)

Resumen

Las mucopolisacaridosis (MPS) son un grupo heterogéneo de
enfermedades lisosomales ocasionadas por la deficiencia de
las enzimas responsables de la degradacién de los glucosami-
noglicanos (GAG).

Gracias a los actuales avances terapéuticos y al hecho de
que un diagnéstico y tratamiento precoces implican una mejor
evolucién clinica, nos hemos planteado el proyecto FIND. El
objetivo es realizar un cribado selectivo para detectar posibles
casos de MPS en nifios. Para ello se facilita a los pediatras que
deseen participar, un kit como herramienta diagnéstica en el
que se suministra la informacion y el material necesario para
la obtencién de muestras de orina y sangre impregnadas en
papel analitico.

Sobre la muestra de orina se mide la concentracién de GAG
y creatinina urinarias. A aquellas muestras con una concentra-
cion elevada de GAG, se podré realizar la cuantificacion de la
actividad enzimatica presente en la muestra de sangre, con la
finalidad de identificar el posible defecto enzimatico.

©2015 Ediciones Mayo, S.A. Todos los derechos reservados.

Palabras clave

Mucopolisacaridosis, enfermedades lisosomales, glucosami-
noglicanos, nifios, proyecto FIND.

Abstract

Title: The FIND project: The importance of early diagnosis

The mucopolysaccharidoses (MPS) are a heterogeneous
group of lysosomal diseases caused by the enzymatic deficien-
cy of glycosaminoglycans (GAG) degradation.

Due to recent treatment advances and the fact that early
diagnosis and treatment implicate a better clinical outcome,
we have started the FIND project. This project is a selective
screening to detect possible MPS cases in children using urine
and blood samples impregnated in analytical paper, easily ob-
tained in the Pediatrician consultation and supplied in the FIND
kit.

We carry out the GAG determination on urine sample. Qver
those urine samples with an elevated GAG concentration; we
can perform the enzymatic activity on the blood sample, in or-
der to identify the possible enzyme defect.
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Introduccion

Las mucopolisacaridosis (MPS) son un grupo de enfermedades
metabdlicas hereditarias que se incluyen dentro de las enfer-
medades de dep6sito lisosomal. Son un grupo heterogéneo de
trastornos multisistémicos y progresivos que son resultado de
la deficiencia individual de distintas enzimas lisosomales im-
plicadas en la degradacién secuencial de glucosaminoglicanos
(GAG). Como consecuencia de ello, los GAG se acumulan en los
tejidos aumentando su excrecién urinaria (heparan sulfato,
dermatan sulfato, queratan sulfato y condroitin sulfato)

Existen 11 enzimas en la ruta de degradacion de los GAG,
cuyo defecto dard lugar a los seis tipos actualmente aceptados
de MPS. En funcién del defecto enzimético se produce la acu-
mulacién de un tipo u otro de GAG, lo que permite realizar una
aproximacion al diagndstico diferencial mediante el estudio

cualitativo de su eliminacién en la orina. La acumulacion de
GAG no degradados en los lisosomas provoca una disfuncién
progresiva de diferentes vias celulares que activan mecanis-
mos de apoptosis y llevan a la muerte celular. A esto se ahade
la puesta en marcha de fenémenos inflamatorios que partici-
pan de forma significativa en el dafio tisular progresivo.

Se trata, asi pues, de un grupo heterogéneo de enfermeda-
des, tanto por la edad de inicio de las manifestaciones clinicas
(las méas precoces tienen peor prondstico) como por la grave-
dad de los signos y sintomas que presentan (formas graves y
atenuadas). En la mayoria de las MPS se producen unas formas
severas y otras atenuadas, que se distinguen principalmente
por la edad de presentacidn, la progresion de la enfermedad y
el grado de afectacidn neurolégica.

Se han identificado siete tipos clinicos y diversos subtipos
de MPS (tabla 1). Aunque cada una se diferencia clinicamente,
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Clasificacion de las mucopolisacaridosis

MPS  Epdnimo Enzima Glicosaminoglicanos elevados Prevalencia (1 caso  Locus
por nimero de RN)

| Hurler-Scheie, HS Alfa-L-iduronidasa Dermatan sulfato 80.000 4p16.3
Heparén sulfato

Il Hunter |duronato sulfatasa Dermatén sulfato 125.000 varones Xq28
Heparén sulfato

A Sanfilippo A Heparan-N-sulfatasa Heparén sulfato 100.000 17925.3

1B Sanfilippo B Alfa-N-acetilglucosaminidasa Heparan sulfato 196.000 17921

llc Sanfilippo C Acetil-CoA-alfa-glucosaminida acetil ~ Heparan sulfato 905.000 8p11.1

transferasa

1D Sanfilippo D N-acetilglucosamina 6-sulfatasa Heparan sulfato 1.028.000 12q14

VA Morquio A Galactosa 6-sulfatasa Queratén sulfato 270.000 16024.3
Condroitin 6-sulfato

IVB Morquio B Betagalactosidasa Queratén sulfato 714.000 3p21.33

Vi Maroteaux-Lamy N-acetilgalactosamina 4-sulfatasa Dermatén sulfato 380.000 5q13-q14

(arilsulfatasa B)

Vil Sly Betaglucuronidasa Dermatén sulfato 1.263.000 7921.11
Heparéan sulfato
Condroitin 4-, 6-sulfato

X Hialuronidasa Acido hialurénico 3p21.2-p21.3

MPS: mucopolisacaridosis; RN: recién nacidos.

la mayoria de los pacientes suelen presentar un periodo de
desarrollo normal seguido por una disminucién del funciona-
miento fisico y/o mental.

Las prevalencias individuales son bajas, como las de todas
las enfermedades encasilladas bajo la denominacién de «ra-
ras», pero en conjunto presentan una prevalencia lo suficiente-
mente significativa como para ser consideradas un auténtico
problema de salud piblica. Asi, la menos prevalente es la re-
cién descrita MPS IX, de la que se identificé el primer caso en
1999", y la mas prevalente es la MPS Il (Sanfilippo), que se
estima que afecta a 1 de cada 70.000 nacimientos, prevalencia
similar e incluso superior a la de otras patologias detectadas
por el «Programa galego para a deteccién precoz de enfermida-
des endocrinas e metabdlicas» en el periodo neonatal?, como
por ejemplo la tirosinemia, la homocistinuria, las acidemias
propiénica, metilmalénica o glutarica, el déficit de biotinidasa,
etc.

En los dltimos afios las posibilidades terapéuticas han experi-
mentado un avance tan importante que cada dia es posible el
tratamiento de un mayor nimero de estas enfermedades y las
opciones terapéuticas especificas son cada vez mas efectivas.
Existe ademéds una relacion directa entre el momento de inicio de
las medidas terapéuticas y la buena respuesta al tratamiento, por
lo que resulta imprescindible establecer un diagnéstico precoz.

Los beneficios de la deteccion precoz de los nifios afectados
durante el periodo neonatal mediante cribado pueden ser muy
grandes®#, particularmente en las MPS que se inician con for-

mas rapidamente progresivas. En esos casos se ha demostrado
eficaz el trasplante alogénico hematopoyético de células ma-
dre®, cuyos resultados son mejores cuanto mas precozmente se
encuentre a un donante y se realice el trasplante®’. Algunos
estudios sugieren que el trasplante de células de cordén umbi-
lical tiene resultados similares a los del trasplante de médula
6sea®, y en la actualidad en Estados Unidos se esta desarro-
llando un ensayo clinico para confirmarlo®. Ello permite un em-
pleo adecuado y eficaz del banco de cordén que gestiona ac-
tualmente el Centro de Transfusiones de Galicia, creado en
1993.

La terapia génica experimental en animales parece demos-
trar un fuerte impacto curativo en algunos de los signos y sin-
tomas mas importantes de la enfermedad’®, pero todavia que-
da mucho camino por recorrer.

Actualmente, la terapia de sustitucion enzimética''3 esta
demostrando su eficacia, sobre todo si el inicio del tratamiento
es precoz'®, y en ella se centran la mayoria de los tratamientos.

Objetivos y principios del método

Detectar los posibles casos de MPS y su prevalencia real en
nuestro medio mediante un cribado selectivo en la poblacién
pediatrica de riesgo.

Dadas las bajas prevalencias individuales de estas patolo-
gfas, cualquier método de deteccion precoz debe enfocarse
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hacia una identificacion global de todas las MPS. EI método
debe ser lo suficientemente especifico para su deteccién con
pequefos tamafios de muestra y con un coste lo suficiente-
mente bajo para que permita integrarse en un futuro dentro de
los programas de deteccidn precoz neonatal.

Se ha optado por la determinacién de GAG en orina, que ya
ha demostrado ser (til para el cribado de ciertas MPS™6. En
caso de ser positivo, se puede identificar qué GAG se encuen-
tran elevados mediante andlisis en electroforesis monodimen-
sional.

Pero la confirmacion diagnéstica se establece mediante el
analisis de la actividad enziméatica en una muestra de sangre
impregnada en papel, que puede ser suministrada simulténea-
mente con |a prueba en orina.

En caso de posible positividad, se ofrece la posibilidad de
realizar la confirmacién en muestra de sangre liquida, cuantifi-
cando la actividad enzimatica sobre leucocitos para las MPS en
que esté disponible.

Para el desarrollo del proyecto se cuenta con la colaboracién
de la asociacion MPS Espafia y el aval de la Federacion Espa-
fiola de Enfermedades Raras (FEDER).

Método

En Espafa se ha puesto en marcha el proyecto FIND, para el
diagnéstico precoz de las MPS. Se trata de una herramienta
puesta a disposicion de los pediatras para ayudar a identificar
los posibles casos de MPS.

Ante la sospecha clinica de un posible caso de MPS, el
pediatra puede remitir una muestra de orina y sangre en el
soporte disefiado para este proyecto al laboratorio Unidad de
Diagnostico e Tratamiento das Enfermedades Conxénitas do
Metabolismo (Xerencia de Xestién Integrada de Santiago de
Compostela). Para ello, basta con solicitar los kits diagndsticos
por correo electrénico (find.mtbl.santiago@sergas.es), indican-
do los datos profesionales de contacto del médico (nombre y
apellidos, centro de trabajo y direccion) donde enviar los kits
solicitados.

Cada kit consta del material para la toma de muestra, las
instrucciones y un esquema de los signos y sintomas que el
pediatra deberia tener en consideracion para identificar un po-
sible candidato para realizar el estudio.

Nos hemos basado en la muestra de orina, ya que la mayorfa
de los casos de MPS cursan con una elevacion de los GAG. Ade-
mads, es una muestra facil de obtener en un consultorio, es indo-
lora y no precisa personal ni material especifico para su obten-
cion, con la excepcion del papel para impregnar.

Nuestro centro ya tiene amplia experiencia en el manejo de
las muestras de orina, en el que se ha constatado que los GAG
son muy estables y facilmente extraibles a partir del papel
Whatman 903, que es el empleado en la mayoria de los criba-

dos neonatales. Si el pediatra asi lo desea, puede enviar simul-
tdneamente una muestra de sangre para cuantificar la activi-
dad enzimética si sospecha un tipo de MPS en concreto o para
acelerar el proceso de confirmacion en sangre.

Para analizar la orina hemos establecido un método sencillo
mediante un test espectrofotométrico, que permite detectar a
los pacientes cuyas concentraciones de GAG se encuentren por
encima de los valores de referencia (punto de corte) de nuestra
poblacién, establecidos como los niveles que superen el per-
centil 99 agrupados por edad y calculados previamente. Estos
valores se refieren a la concentracién de creatinina presente
en la orina, medida en la misma muestra mediante un método
espectrofotomético (adaptacién del conocido método de Jaffé).

Se ha adaptado el método que emplea el reactivo azul cloru-
ro 1,9-dimetilmetileno (dimethylmethylene blue [DMB]), que
pasd de la histologia a la colorimetria en 19747, gracias a su
reaccion con los GAG.

La base del proyecto es la reaccién descrita en 1989 por
Whitley et al."8, pero con importantes modificaciones para su
adaptacion a la muestra de orina impregnada en papel y, por
tanto, con la necesidad de un menor volumen de orina (menos
de la décima parte de la descrita en caso de orina liquida).

En la reaccion colorimétrica se producird un descenso de
absorbancia a 595 nm, tal como describieron Thuy y Nihan'®.

Sobre una recta de calibrado de condroitin sulfato de 1,5
hasta 50 mg/mL se mide la absorbancia de las muestras criba-
das. Con la finalidad de minimizar la precipitacion del comple-
jo DMB-GAG, se trabaja a una dilucién 1:7 y a un tiempo de
lectura de 15 minutos.

Sobre una placa de microtitulacién de 96 tazas, alta, se tro-
quelan 4 discos de 6 mm de didmetro, que se eluyen con 300 UL
de agua destilada. De esta forma, a cada disco le corresponden
75 UL de agua (2,27 veces mas dilucién que en el procedimien-
to de Whitley).

Se adaptan los volimenes de eluato, reactivo DMB y su con-
centracion de trabajo en el tamp6n férmico-formiato sédico 0,2
mol/L. Esta dilucién es importante para poder medir el descen-
so en la absorbancia a 535 nm, de tal forma que, siendo la di-
lucidn del reactivo DMB de trabajo de 1:7 con respecto a la
disolucion stock propuesta en el trabajo de partida de Whitley
(200 UL de reactivo de trabajo DMB y 20 UL de eluato), se au-
menta la sensibilidad de la prueba, ya que estamos incremen-
tando la diferencia en el descenso de absorbancia a esta lon-
gitud de onda.

La mayor parte de los métodos propuestos para la deteccion
precoz neonatal de trastornos lisosomales emplean la muestra
de sangre. Entre los propuestos estan: los inmunoanélisis para
determinar las proteinas de las membranas lisosomales; los in-
munoandlisis para determinar las proteinas enzimaticas; los
métodos que miden las actividades enziméticas, determinando
los productos de la actividad sobre sustratos sintéticos, me-
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diante espectrometria de masas en tandem, después de elimi-
nadas las sales de los tampones; o los métodos que utilizan
sustratos que dan productos fluorescentes y miden la fluores-
cencia. Estos dltimos, desarrollados por el Dr. Néstor Chamo-
les? en Buenos Aires, son los que empleamos para los estu-
dios de confirmacién diagnéstica; nos parecen mas faciles de
ejecutar que los que se emplean actualmente en la espectro-
metria de masas en tandem, son mas econdmicos vy, ademas,
contamos con experiencia en ellos desde 2005.

En dichos ensayos se afiade un sustrato especifico para cada
enzima que se cuantifica, marcado con 4-metil-umbeliferona
que, a pH alcalino, produce una fluorescencia directamente
proporcional a la actividad de la enzima.

En todos los ensayos se rechaza el resultado de las muestras
con un coeficiente de variacion superior al 15% (los valores se
expresan en pmol/L/h).

Ante la sospecha de una MPS especifica dentro del proyec-
to, se podria llevar a cabo sobre una muestra de sangre im-
pregnada en papel la determinacion de las actividades enzima-
ticas de las MPS I, II, 1lIB, IVA, IVB, VI y VII.

Conclusiones

El proyecto FIND pone a disposicion de los pediatras una herra-
mienta analitica que permite identificar los posibles casos de
MPS en los pacientes con una sintomatologia compatible con
estas enfermedades.

El procedimiento de obtencién de muestras es sencillo, ya
que se emplean orina y sangre impregnadas en papel analitico,
que son faciles de obtener en una consulta (basta una miccion
y una puncién de sangre capilar).

Los resultados positivos requeriran estudios posteriores pa-
ra su confirmacidn. Los resultados negativos no excluiran de
forma taxativa el padecimiento de estas enfermedades, ya
que, como en todos los programas selectivos de cribado, se
pueden producir falsos positivos (identificar como sospechoso
a un nifio sano) y falsos negativos (identificar como sano a un
nifio afectado). Il
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