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RESUMEN

La enfermedad de Gaucher es un trastorno de herencia autosémica recesiva y la enfermedad de depdsito lisosomal mas frecuente causada
por deficiencia de la actividad enzimatica de la B-Glucosidasa. Objetivo: establecer valores de referencia de actividad enzimatica
lisosomal de B-glucosidasa y quitotriosidasa en lactantes en poblacion Venezolana. Método: Se realizd un estudio prospectivo y
transversal en 98 lactantes sanos con edades comprendidas entre 1 mes y 24 meses, de ambos sexos (48 femeninos y 50 masculinos). La
actividad enzimatica de B-glucosidasa y quitotriosidasa fue determinada en gotas de sangre seca (siglas en inglés, DBS) siguiendo el
protocolo propuesto por Chamoles y col. El analisis estadistico de los datos se realiz6 con el programa estadistico SPSS Statistics 17.0
para Windows. Resultados: El rango de actividad enzimatica para la B-Glucosidasa obtenido en esta investigacion fue 2,3 — 12
nmol/ml/h, con una media de 6,7 + 2,5 y para la Quitotriosidasa 0 - 44,2 nmol/ml/h con una media de 18,4 + 10,4 nmol/ml/h, utilizando
discos de papel de filtro de 3mm de didmetro con sangre seca (aproximadamente 3,6 pl de sangre). Conclusién: Los valores de referencia
de actividad enzimatica lisosomal en DBS para B-glucosidasa y quitotriosidasa son establecidos por vez primera en lactantes sanos
venezolanos; no obstante, estos resultados difieren con los reportados en estudios internacionales, recomendandose la determinacion de
valores de referencias autoctonos en diferentes grupos etarios.

Palabras claves: Enfermedad de Gaucher, B-glucosidasa, quitotriosidasa, gotas de sangre seca (DBS), valores de referencia, lactantes
venezolanos.

Reference Values for p-glucosidase and chitotriosidase using dried blood spots in Venezuelan infants

SUMMARY.

Gaucher’s Disease is an autosomal recessive disorder and the most common lysosomal storage disease caused by deficiency of B-
glucosidase enzyme activity. Objetive: to establish reference values for lysosomal enzyme activity of B-glucosidase and chitotriosidase
in Venezuelan infants. Methods: A prospective cross-sectional study was conducted in 98 healthy infants with ages ranging from 1 month
to 24 months (48 females and 50 males). Enzymatic activity of B-glucosidase and chitotriosidase were determined in dried blood spots
(DBS) following the protocol by Chamoles et al. Statistical analysis of data was performed with software SPSS 17.0 for Windows
Statistics. Results: The range of enzymatic activity for B-glucosidase was 2.3 to 12 nmol/ml/h, with an average of 6.7 + 2.5.
Chitotriosidase activity was from 0 to 44.2 nmol/ml/h with an average of 18.4 + 10.4 using 3mm diameter discs of filter paper with dried
blood (approximately 3.6 ul of blood). Conclusions: The reference values of lysosomal enzyme activity in DBS for B-Glucosidase and
quitotriosidase were established for the first time in healthy Venezuelan infants; however, these results differ from those reported in

international studies, for which reason autochthonous reference values should be determined in different age groups.

Keywords: Gaucher disease, B-glucosidase, chitotriosidase, dried blood spots (DBS), reference values, Venezuelan infants.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Gaucher (EG) es una enfermedad de
deposito lisosomal (EDL) de herencia autosomica recesiva,
consecuencia de mutaciones del gen GBA que codifica la en-
zima glucocerebrosidasa (B-glucosidasa acida), gen localiza-
do en el locus 1g21.31 (1). La ausencia o actividad reducida
de la enzima provoca acumulacion progresiva de glucosilce-
ramida en los lisosomas, causando almacenamiento de sus-
trato en macrofagos de bazo, higado, medula 6sea y otros 6r-
ganos (2). La prevalencia mundial de EG se ha estimado en
1: 50000-10000; no obstante, en poblacion Judia Ashkenazi
es de 1:850 individuos (3). En Venezuela se desconoce la in-
cidencia de esta enfermedad; sin embargo, existe un registro
de enfermedades lisosomales dirigido por el laboratorio
Genzyme, el cual documenta 81 afectados para la EG (datos
tomados de base de datos del IVSS).

Clinicamente la EG se clasifica en tres tipos: Tipo I
(OMIM #230800), conocida como no neuropdtica, presente
desde la nifiez, asociada con disfuncién hepatica, alteracio-
nes hematologicas y afectacion 6sea en pacientes que pueden
permanecer asintomaticos o sin diagnostico durante gran
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parte de su vida (4, 5). Tipo II (OMIM #230900) es la forma
neuropatica aguda o infantil; es una variante grave de curso
rapido y progresivo, cuyas manifestaciones neurologicas
aparecen en los primeros meses de vida caracterizadas por
convulsiones, trastornos deglutorios y oculomotores, falle-
ciendo prematuramente a los 2 afios de vida (6, 7). Tipo III
(OMIM # 231000) es una variante intermedia entre EG tipo
Iy tipo 11, los sintomas neuroldgicos y la hepatoesplenome-
galia generalmente se presentan en la primera o segunda dé-
cada de vida (8, 9).

Existe también una forma variante de la EG debida al dé-
ficit de la proteina activadora de la enzima B-glucosidasa de-
nominada saposina C, la cual esta codificada en el gen PSAP,
situado en el cromosoma 10g22.1. Sin embargo, esta varie-
dad es muy poco frecuente y la mayoria de pacientes con EG
presentan exclusivamente déficit de la enzima B —glucosida-
sa (10).

El diagnostico de EG esta basado en el estudio bioquimi-
co a través de la cuantificacion de la actividad de la enzima
B-glucosidasa y quitotriosidasa en leucocitos en sangre peri-
férica, fibroblastos, vellosidades coriales, amniocitos y re-
cientemente, en gotas de sangre seca (DBS, siglas de Dried
Blood Spots) impregnada sobre papel de filtro, utilizando
analisis de fluorometria, inmunocaptura y espectrometria de
masa en tandem (11-13).

Recientemente algunos estudios han descrito las ventajas
que tiene la determinacion de actividad enzimatica en gotas
de sangre seca impregnada en papel de filtro (14-16). Estas
muestras pueden ser facilmente transportadas por correo a
temperatura ambiente sin alterar la actividad enzimatica (17-
18); adicionalmente, las DBS minimizan el riesgo bioldgico,
puesto que la sangre se impregna en el papel de filtro y solo
una pequefia cantidad es requerida para realizar el analisis.
Por otra parte, estas muestras no requieren de condiciones
especiales de almacenamiento durante su transporte y el pro-
ceso en microplacas y tubos Eppendorf es facil de realizar y
menos costoso que otras técnicas diagndsticas. El analisis en
DBS es una metodologia que facilita el acceso a pacientes
que requieran estudios para el diagndstico de enfermedades
de depdsito lisosomal, desarrollada en Latinoamérica y pues-
ta en practica en todo el mundo. Esta metodologia permite
traslados de muestras de sitios lejanos hasta el lugar de pro-
cesamiento sin que la actividad enzimatica se vea afectada,
lo que permite el estudio de poblaciones de alto riesgo sin
hacer discriminacion por ubicacion geografica.

En consecuencia, diversos trabajos han demostrado la
viabilidad para el diagnostico de enfermedades de deposito
lisosomal empleando DBS (19-21); no obstante, es impor-
tante establecer valores de referencia especificos para cada
centro, considerando que la actividad de la enzima puede va-
riar debido a caracteristicas especificas de cada poblacion y
principalmente a diferentes condiciones ambientales durante
los analisis (22). El objeto de la presente investigacion con-
siste en determinar y establecer valores de referencia de ac-
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tividad enzimatica lisosomal de B-glucosidasa y quitotriosi-
dasa en lactantes sanos de la poblacion Venezolana.

METODOS

Se realizé un estudio prospectivo y transversal en 98 lac-
tantes sanos con edades comprendidas entre 1 mes y 24
meses, de ambos sexos (48 femeninos y 50 masculinos). La
investigacion cumplié con todos los principios éticos citados
en la declaracion de Helsinski (2004) para la investigacion
médica en seres humanos. Asimismo, la investigacion fue
aprobada por el comité de ética del Instituto de
Investigaciones Genéticas de la Facultad de Medicina de la
Universidad del Zulia. Se obtuvo el consentimiento informa-
do por escrito de padres y/o representantes legales.

Los criterios principales de inclusion fueron: lactantes,
padres y abuelos nacidos en Venezuela sin antecedentes fa-
miliares de enfermedades metabolicas o degenerativas. Los
criterios de exclusion fueron: desarrollo psicomotriz anor-
mal, padres consanguineos, enfermedades cronicas de base,
visceromegalias, convulsiones y desarrollo pondoestatural
anormal.

Se tomaron 98 muestras de sangre por puncion venosa en
la consulta de nifios sanos de los hospitales: Fundacion
Hospital de Especialidades Pediatricas, Materno Infantil
Cuatricentenario y Hospital Chiquinquira. De cada lactante
se aplicaron directamente 4 gotas de sangre sobre papel de
filtro grado 903 (Schleicher and Schuell, Whatman®) pro-
porcionado por Genzyme a Sanofi Company. Las muestras
fueron secadas a temperatura ambiente durante 8 horas, pos-
teriormente se almacenaron a 4°C en bolsas plasticas cerra-
das provistas de desecante para prevenir la humedad hasta su
analisis.

Para el analisis de la actividad de las enzimas B-glucosi-
dasa y quitotriosidasa se utilizaron los sustratos 4-metilum-
beliferil B-glicosideo y 4-metilumbeliferil B-D-NN'N"’- tria-
cetilquitotrioside (Sigma-Aldrich®), asi como, los reactivos
taurodeoxicolato de sodio, acido citrico monohidratado, fos-
fato de sodio dibasico, hidréxido de sodio, glicina, acetato de
sodio anhidro, acido acético y etilenodiamina dihidrocloruro,
todos de grado de alta pureza. La actividad enzimatica de -
glucosidasa y quitotriosidasa fue determinada en DBS si-
guiendo el protocolo propuesto por Chamoles y col. (23).

En tubos Eppendorf de 2 mL por duplicado se coloco un
disco de 3mm de diametro de papel de filtro con sangre seca
(aproximadamente 3,6 pl de sangre), se incub6 en bafio de
maria con agitacion a 37 ° C con el sustrato artificial y buffer
dilucioén sefialado en la Tabla 1. Se anadi6 buffer de parada a
los tubos identificados como blanco antes del sustrato.
Después de la incubacion, las muestras fueron centrifugadas
a 6000 rpm por 10 minutos a 4°C. La fluorescencia fue me-
dida en el sobrenadante a una longitud de onda de 365 nm de
excitacion y 450 nm de emision en un fluorometro Spectra
Max M2 (molecular Devices). La fluorescencia leida fue co-




rregida con los blancos y los resultados comparados con la
curva de calibracion de 4-methylumbelliferone. La actividad
enzimatica fue calculada como nanomoles de sustrato hidro-
lizado por hora por mililitro de sangre (nmoles/h/mL).

El analisis estadistico de los datos, se realiz6 con el uso
del programa estadistico (SPSS Statistics 17.0 para
Windows), la organizacion de los datos se efectué mediante
el uso de tablas de contingencia, tabla de percentiles y prue-
ba de Mann-Whitney para el calculo de la media de muestras
independientes, tomando 95% como indice de confiabilidad
estadistica y considerando significancia estadistica una p<
0,05 ( los datos cuantitativos se mostraron como valores pro-
medio + desviacion estandar (DS) y porcentaje)

RESULTADOS

La tabla 2 muestra los valores de referencia obtenidos
para la actividad enzimatica de B- glucosidasa y quitotriosi-
dasa en gotas de sangre seca en los 98 lactantes estudiados.

La tabla 3 muestra la actividad enzimatica de B-glucosi-
dasa y quitotriosidasa en gotas de sangre seca en lactantes
sanos segun el sexo. Obsérvese que en ambos sexos, el pro-
medio de valores de actividad enzimatica de B-glucosidasa y
quitotriosidasa expresada en nmol/h/ml para las enzimas
analizadas no presentaron diferencias significativas.

La tabla 4 muestra los percentiles de actividad enzimatica
de B- glucosidasa y quitotriosidasa en gotas de sangre seca
en lactantes sanos segun el sexo. La concentracion de la ac-
tividad enzimatica de B- glucosidasa en ambos sexos oscild
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entre 4 - 9 nmol/h/ml, distribuidas entre el percentil 25 y 75
del grupo estudiado. Asimismo, los valores de concentracio-
nes de quitotriosidasa fluctuaron entre 10-28 nmol/h/ml, co-
rrespondiendo con la distribucion de los percentiles 25 y 75.

DISCUSION

En la presente investigacion se establecieron los valores
de referencia para las enzimas B-glucosidasa y quitotriosida-
sa en gotas de sangre seca en papel de filtro en lactantes
sanos venezolanos de ambos sexos. Los valores de referencia
de B-glucosidasa y quitotriosidasa reportados por Ciballero y
col (24) para la poblacion adulta son similares a los de lac-
tantes venezolanos, aunque resultaron diferentes en el caso
de los recién nacidos. Por otra parte, los valores de referencia
establecidos por Chamoles y col (25) en poblacion argentina
adulta y recién nacidos sanos presentan una marcada diferen-
cia en la actividad enzimatica para la f-Glucosidasa en com-
paracion a los lactantes Venezolanos. Estos hallazgos desta-
can la importancia de establecer valores de referencia en di-
ferentes poblaciones y grupos etarios autoctonos.

Asimismo, se debe considerar que existe una “idiosincra-
sia genética” determinada por la presencia de polimorfismos
que modifican la expresion génica y la actividad enzimatica
en diferentes poblaciones, denotando la importancia de de-
terminar por grupos étnicos el comportamiento bioldgico de
las enzimas lisosomales. Este argumento apunta con especial
énfasis a la poblacion venezolana caracterizada por ser de
origen poli-étnico.

TABLA 1. Condiciones de Incubacién para el analisis de B-glucosidasa y quitotriosidasa

SOLVENTE DE

TIEMPO DE BUFFER DE

ENZIMA ELUSION SUSTRATO INCUBACION  PARADA
50 uL buffer . I 1200uL
B-Glucosidasa citrato-fosfato Tg?D*félﬁ;g;?é';ugnob;xiﬂf 5H buffer Glicina-
pH: 5,5 NaOH 0,5M
40 pL buffer 40 pL 4- metilumbeliferilo 600uL
Quitotriosidasa acetato de sodio -B-DN-N’N’- triacetilcitotriosa 30 minutos Etilendiamina
0,25 pH:5,5 en agua destilada 0,13M

TABLA 2. Valores de referencia para la
actividad enzimatica de B- glucosidasa y

TABLA 3. Actividad enzimatica de B- Glucosidasa y Quitotriosidasa
en gotas de sangre seca en lactantes sanos segun el sexo.

quitotriosidasa en gotas de sangre seca. Actividad Lactantes Lactantes
Enzima Valores de referencia enzimatica Femeninos (n=48) Masculinos (n=50) P
B- alucosidasa 6,7 + 2,5 (media = D.S) B- Glucosidasa 6,9 £ 2,4 (media +D.S) 6,5+ 2,6 (media £ D.S) 0.42
9 (rango:2,3- 12 nmol/h/mL) (nmol/h/ml) (rango:3- 11,9) (rango:2,3- 12) ’
. . 18,4 £ 10,4 (media +D.S)  Quitotrosidasa 17,2+ 9,5 (media +D.S) 19,5+ 11,1 (media %
Quitotrosidasa 0,39

(rango:0- 44,2 nmol/h/mL) (nmol/h/mL)

(rango:4- 44,2) D.S) (rango:0- 43,5)

TABLA 4. Percentiles de actividad enzimatica de B- glucosidasa y quitotriosidasa
en gotas de sangre seca en lactantes sanos segun el sexo

Actividad enzimatica Sexo 010 025 Percr:)esrg)tlles 075 090

B- Glucosidasa (rango:2,3- 12 nmol/h/mL) Femenino 3,980 4,800 6,800 8,900 10,920
Masculino 3,540 4,600 5,900 8,600 11,100

Quitotriosidasa (rango:0- 44,2 nmol/h/mL) Femenino 7,358 10,000 15,800 20,500 31,718
Masculino 6,194 10,150 17,750 28,030 36,028
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Las concentraciones de actividad enzimatica de B-gluco-
sidasa y quitotriosidasa han mostrado fluctuaciones en la
transicion que ocurre entre el recién nacido y el lactante, por
lo que un valioso aporte de esta investigacion consiste en el
analisis exclusivo de lactantes. Esto en contraposicion con
Uribe y col (26), quienes realizaron y reportaron un estudio
en un grupo de 715 individuos colombianos sanos, con eda-
des comprendidas entre 6 meses y 63 afios estableciendo un
rango Unico de actividad enzimatica de B-glucosidasa (5,9 —
16,8 nmol/ml/h).

Es conveniente considerar la existencia de individuos
portadores heterocigotos compuestos, hecho particularmente
relevante para quienes presentan aproximadamente la mitad
de la actividad enzimatica de individuos sanos (27). Por
ende, el discernimiento entre heterocigotos que tienen activi-
dades enzimaticas bajas y pacientes afectados en base a las
actividades de las enzimas fB-glucosidasa y quitotriosidasa
puede resultar desafiante. Sin embargo, en estos casos, una
combinacion de ensayos bioquimicos estandares y molecula-
res en conjunto con los datos clinicos debe proporcionar in-
formacion suficiente para permitir un diagndstico preciso.

La determinacion del rango de referencia de actividad en-
zimatica de B-glucosidasa y quitotriosidasa facilitan en la po-
blacion Venezolana el analisis enzimatico para el diagndstico
de la EG, constituyendo un valioso recurso en la seleccion de
pacientes que seran favorecidos con tratamiento de reempla-
7o enzimatico disponible en Venezuela.

Por otra parte, se establecieron por vez primera en una in-
vestigacion de esta naturaleza percentiles de actividad en
sangre seca para la B-glucosidasa y quitotriosidasa, mostran-
do valores de actividad enzimatica distribuidos entre el per-
centil 25 y 75 con valores de concentraciones similares ¢ in-
dependientes del género.

En consecuencia, existe la necesidad en Venezuela y
Latinoamérica de que cada centro de investigacion especia-
lizado en enfermedades metabdlicas establezca valores de
referencia en poblacion sana segun grupos etarios para el
analisis de muestras en individuos con sospecha clinica de
enfermedades de deposito lisosomal como la EG.
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