Implementacion de un método para la cuantificacion
de cistina intraleucocitaria como apoyo diagnéstico

para la cistinosis

>>> Lacistinosis es un error innato del metabolismo ocasionado por la deficiencia de la enzima

lisosomal cistinosina, cuyas caracteristicas clinicas incluyen compromiso renal severo y formacion
de cristales de cistina en la c6rnea, especialmente en la presentacién adulta de la enfermedad. Al ser
una enfermedad tratable es muy importante un pronto y correcto diagnéstico bioquimico.
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RESUMEN

Antecedentes y objetivos: La cistinosis es un error
innato del metabolismo cuyas caracteris- ticas
clinicasincluyen compromisorenal severoy forma-
cion de cristales de cistina en la cdrnea, espe-
cialmente en la presentacion adulta de la enfer-
medad. Es una enfermedad tratable, por lo cual
establecer el diagndstico de forma oportuna es
fundamental para iniciar la terapia. Para la confir-
macién bioquimica de la enfermedad se requiere

determinar las concentraciones intracelulares de
cistina, para lo cual se han reportado diferentes
métodos tanto para el aislamiento de las células
como para la cuantificacién del aminoacido. Con el
objetivo de mejorar el diagndstico bioquimico
confirmatorio en nuestro medio establecimos un
protocolo de cuantificacidn intraleucocitaria de
cistina.

Métodos: Se implementd un método de cuantifi-
cacion de cistina en polimorfonucleares por cro-
matografia liquida de alta resolucidn, evaluando el
mejor anticoagulante a utilizar, la estabilidad de la
muestraa4 Cy estableciendo valores dereferencia
paranuestrapoblacion.

Resultados: Se determind que la muestra para
cuantificacidn intraleucocitaria de cistina debe ser
anticoagulada mediante la adicién de acido citrico-
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dextrosa como anticoagulante. La muestra debe
ser procesada inmediatamente, dada su baja esta-
bilidad incluso en refrigeracion. Con 50 individuos
sanos se establecid como punto de corte para
nuestrapoblacién 0,34 nmol1/2 cistina/mg.

Conclusién: La adaptacidnrealizada delmétodo de
cuantificacion de cistina utiliza el nUmero mas alto
de muestras control hasta ahora reportado en la
literatura. Nuestros resultados dan cuenta de la
necesidad de implementar el método a nivel localy
reafirman la conveniencia de que cada laboratorio
establezca sus propios valores de referencia para
proporcionar una mayor confiabilidad a la hora de
interpretarlos resultados.

Palabras claves: Cistinosis Aminoacidopatia Error
innato del metabolismo Cistina intraleucocitaria
Sindrome de Fanconi

>>> INTRODUCCION

La cistinosis es un error innato del meta-
bolismo ocasionado por la deficiencia de la enzima
lisosomal cistinosina, un transportador de cisti-
na/H (+) encargado de transportar la cistina desde
elinterior de los lisosomas al citoplasma celular (1);
la enzima es codificada por el gen CTNS, localizado
en 17p13.2 (2). Esta enfermedad es la causa mas
comun de ocurrencia del sindrome de Fanconien el
primer afio de vida. Clinicamente puede presen-
tarse también de forma tardia en la nifiez o en la
adolescencia como sindrome moderado de Fanco-
ni o solamente con proteinuria aislada, e incluso en
la edad adulta, cuya manifestacién principal es el
compromiso ocular representado porlaformacion
de cristales de cistina que se depositan enlacdrnea

(2)-

Lagran heterogeneidad clinica de la enfer-
medad dificulta en muchos casos el diagndstico y
requiere de un alto nivel de experiencia y conoci-
miento por parte del personal de salud. Es por esto
que, aunque es posible realizar el diagndstico de
forma temprana, en muchos casos este puede
retrasarse incluso hasta el estadio final de la falla
renal en las presentaciones infantiles y hasta el
compromiso ocular severo en la forma adulta. En
cualquiera de los casos, el diagndstico bioquimico
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que acompafa a la impresion clinica debe ser la
demostracion del acimulo de cistina dentro del
lisosoma de las células polimorfonucleadas (2).
Realizar un diagndstico rapido es indispensable, ya
que se dispone de un tratamiento eficaz para
lograr la deplecion de cistina intralisosomal, lo que
redundard en un impacto positivo en el progreso y
el prondstico delaenfermedad (2-3).

Una vez establecida la sospecha clinica, Ia
cuantificacidn de cistina intraleucocitaria permite
realizar el diagndstico final confirmatorio de la
cistinosis, tras lo cual puede iniciarse el tratamien-
to especifico de la entidad mediante el uso del
farmaco andlogo de la proteina alterada (3.-5) Sin
embargo, dicha técnicano esregularmenterealiza-
da, ni siquiera en laboratorios especializados en
enfermedades metabdlicas, debido principal-
mente a la dificultad de obtencidn de fracciones
limpias de células polimorfonucleadas (6-7). Con la
disponibilidad de realizar terapia en esta enferme-
dad (3,4,8,9) aumentd la necesidad de disponer de
un diagndstico rapidoy preciso de esta, paralograr
un impacto positivo en la calidad de vida, minimi-
zando el compromisorenal.

La cromatografia de alta resolucidon ha
sido el método tradicional para cuantificar amino-
acidos en fluidos bioldgicos, aunque para el caso
de la cistina intraleucocitaria, en la literatura se
encuentran multiples variaciones de los métodos
empleados tanto para el aislamiento de las células
como para la cuantificacién del aminoacido (5, 10,
11). Teniendo en cuenta lo anterior y sabiendo que
laimplementacién de un método especifico puede
mostrar variaciones entre laboratorios, es impor-
tante establecer las condiciones especificas de
cada laboratorio que desee realizar la cuantifi-
cacion de cistina, asi como determinar los valores
dereferenciade cadapoblacidn, paraevitar sesgos
en la interpretacion. Por tanto, en este trabajo se
presentala estandarizacién de un método de cuan-
tificacidn de cistina en polimorfonucleares utilizan-
do HPLC y el establecimiento de valores de refe-
ren-cia para poblaciéon colombiana.

>>> METODOLOGIA

Muestra:




La muestra utilizada fue sangre venosa,
obteniéndose un minimo de 6ml (un tubo). Para la
toma de la muestra no se requirié ayuno ni condi-
ciones especiales. Teniendo en cuenta que los
principales anticoagulantes utilizados en la litera-
tura son heparina y acido citrico-dextrosa (ACD)
(7,12-14) , se compararon estos 2 anticoagulantes
utilizando tubos Vacutainer conteniendo heparina
de sodio o ACD solucién B. Adicionalmente, se
evalud la estabilidad de la muestra de sangre total
conservadaa4-Cdurante8y24h

Separacién de polimorfonucleares

Se estandarizé un protocolo de aislamien-
to de polimorfonucleares a partir de sangre total
basado en lo descrito por Levtchenko et al. y las
recomendaciones del programa de la European
Research Network for evaluation and improve-
ment of screening, Diagnosis and treatment of
Inherited disorders of Metabolism (7,15). Breve-

mente, el método consiste en un esquema de
separacion secuencial utilizando primero dextrano
al 5% y posteriormente Ficoll 1119, seguido de la
eliminacién de glébulos rojos presentes en la
muestra mediante lisis osmdtica. El botén obteni-
do finalmente seresuspendid en unasoluciénde N-
etilmaleimida (Sigma 04259) 5,2mM en agua
destilada, la cual debe procesarse inmediatamente

Cuantificacion delacistinaintraleucocitaria

Antes del anadlisis por cromatografia el
botdn celular obtenido se somete a rotura por
ultrasonido aplicando 4 ciclos de 15 s, cada uno a
intensidad baja (20%). Posteriormente, la muestra
fue desproteinizada mediante adicion de solucidn
de acido sulfosalicilico al 12%. La cuantificacion de
cistina se realizé mediante cromatografia liquida
de alta resolucion utilizando un analizador de
aminoacidos Biochrom 30. La cuantificacion se
realiza utilizando como estandar una solucidn
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comercial de aminoacidos que contiene cisteina en
una concentracién de 125M (Sigma A6282). El
control de corrida se realiza utilizando como estan-
dar interno N-leucina (Sigma N6877). El equipo
realiza la separacién por intercambio anidnico y
derivatizacidon poscolumna con ninhidrina realizan-
do lecturas a 537nm. Teniendo en cuenta que se
cuantifican las moléculas de cisteina liberadas de
los leucocitos, el informe se realiza en nmol 1/2
cistina y se normaliza por la concentracion de
proteinadelamuestra.

Cuantificaciéon de proteina

El pellet obtenido después de la desprote-
inizacion de la muestra se resuspende en NaOH
0.1N y se cuantifica la proteina total utilizando el
método de Folin-Lowry frente a la curva de calibra-
cién de albumina séricabovina (SigmaA2153) entre
0,125y 3 mg/ml (16). Establecimiento de valores de
referencia para poblacién local Con el fin de esta-
blecer valores de referencia en nuestra poblacidn,
se seleccionaron mediante convocatoria abierta
50 voluntarios sanos adultos sin perjuicio de edad o
género, a quienes antes del consentimiento infor-
mado se les tomd una muestra de sangre para
cuantificarla cistina intraleucocitariaempleando el
método establecido. Adicionalmente se validaron
los resultados utilizando muestras de 4 pacientes
condiagndstico confirmado de cistinosis.

>>> RESULTADOSYDISCUSION
Seleccion del anticoagulante

En los andlisis realizados se observé que
utilizando como anticoagulante ACD se obtiene
una mejor recuperacion de los picos cromato-
graficos y unamejor resolucion de fases enla etapa
del gradiente de dextrano. Con base en estos
resultados, se selecciond ACD como anticoagulan-
te paraeldesarrollo del proceso de cuantificacion.

Estabilidad delamuestra

Se evalud la estabilidad de la conservacién
de la muestra de sangre en 2 condiciones de
almacenamiento: 8 y 24h a 4 °C. Los resultados
muestran que el almacenamiento de las muestras
lleva a falsas disminuciones de la cisteina, la cual se
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tornaindetectable enlamayoriadelos casos(tabla
1). Solo la muestra 1, que es la que presenta una
concentracion mds alta de cisteina, mostré valores
detectables después de 30h de almacenamiento.
Adicionalmente, en algunas muestras se observd
una pérdida en la calidad de la misma, evidenciada
por una disminucién de la cantidad de proteina
total (tabla 1). Los resultados obtenidos permiten
concluir que la muestra de sangre total no es
estable, por lo cual debe ser tomada en el lugar
dondeserealizarael proceso.

= > Tabla1: Resultados de los ensayos de esta-
bilidad

Tiempo de Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4
almacenamiento
PT Cis PT Cis PT Cis PT Cis
(mg/ (uMol/| (mg/ (pMol/| (mg/ (uMol/ [ (mg/ (Mol
vial)  vial) vial)  vial) vial) vial) | vial) vial)
0 045 551 0,97 1,232 061 ND 0,56 1,072
8h NR NR 0,68 ND 047 ND 0,4 ND
24h 0,05% 1,522 | 067 ND 087 ND 059 ND
Cis: cisteina; ND: no detectable; NR: no realizado; PT: proteina total.

2 Almacenamiento  de 30 h en refrigeracion.

Separacion de polimorfonucleares

Para confirmar la obtencidn de células
polinucleares vs. mononucleares en el paso del
ficol se llevé a cabo la cuantificacidn de fracciones
celulares mediante citometria con un equipo DxH
800 de Beckman Coulter, evidencidndose que enla
fraccién de trabajo para cuantificacidnla poblacion
de células poli- morfonucleadas supera el 90% del

total celular(91,35-99,44;n=4).

Cuantificacion de cistina

Utilizando el método estandar de cuantifi-
cacion por HPLC se procesaron estandares de
cisteina comercial con concentraciones entre 0 y
0,5mM, rango que cubre incluso las concentra-
ciones de individuos afectados (nivel nmol). La
curva final de calibraciéon obtenida muestra una
correlacion de 99,84% entre concentracién de cisti-
nareal (preparada)y cistina calculada por HPLC, lo
que valida la capacidad de HPLC para detectar con
exactitud la concentracion de cistina presente en
unamuestra.

Establecimiento de valores de referencia para



poblaciénlocal

Una vez determinada la concentracion de
cistina de los voluntarios sanos, se establecié el
histograma de frecuenciay se considerd el percen-
til 90 para establecer como punto de corte 0,34
nmol 1/2 cistina/mg. La dispersién observada es
comparable con lo reportado previamente por
Gertsman et al., quienes trabajaron con una

muestra de 10 pacientes (14) (fig. 1A). Adicional-
mente, los valores reportados en diferentes estu- A
dios oscilan entre 0 y 0,2nmol 1/2 cistina/mg prot 307
aproximadamente, lo que coincide con los resulta- g 251
- <)
dos de alrededor del 70% de nuestra poblacién 2 20-
. . £
(2,3,6,15). Es de importancia resaltar que los repor- 2 45
tes en literatura en general utilizan poblaciones g
L o E 10
con muy bajo nimero de individuos (entre 2 y 30, 3
aproximadamente), lo cual disminuye la probabili- 51
dad de encontrar los valores altos vistos en este 0- N
. o o o1 02 03 04 05 06 07 08
estudio y que corresponden a solo el 10% de nues- ,
Concentracion de cisitina (nmol1/2 cistina/mg proteina)

trapoblacion.

> > Figura 1: Valores de referencia para la
poblacién estudiada. A. Histograma de distribu-
cién de la concentracién de cistina en individuos
normales (n = 50). B. Concentracién de cistina
intraleucocitaria en poblaciéon sana y poblacidn
afectada.
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Una vez establecido el protocolo de cuan-
tificacidn, se determind la concentracidon de cistina
intraleucocitaria en 4 individuos afectados, un
individuo con sospecha de estar afectado y otro
individuo heterocigoto (uno de los padres de uno
delos pacientesincluidos en el estudio).

Como se muestra en la figura 1B, mientras
los niveles de la poblacién sana llegan hasta
0,7nmol 1/2 cistina/mg prot los valores de los
pacientes estan por encima, encontrandose nive-
les entre 1y 12nmol 1/2 cistina/mg prot. Estos resul-
tados son comparables con lo observado en otros
estudios (6,7,14,17 ). Vale la pena aclarar que el
paciente cuyo valor fue 1 se encuentra en trata-
miento, es mads, estos valores son similares a lo
reportado por otros autores en pacientes tratados

(7,17).
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Por su parte, la muestra del individuo
heterocigoto procesado mostré valores interme-
dios (1,06nmol 1/2 cistina/mg prot), los cuales caen
en la zona gris establecida segun los valores de
referencia previamente establecidos. Esto con-
cuerda con loreportado en la literatura, donde los
heterocigotos pueden presentar valores que
oscilan entre la normalidad y valores que superan
hasta 5 veces los puntos de corte, siendo aun asf
valores mas bajos que los observados en pacientes
(usualmente mas de 10 veces por encima del punto
de corte). Finalmente, el individuo en estudio de
cistinosis arrojo resultados considerados como
normales.

De forma adicional se comprobd la validez
de la metodologia propuesta, realizando de forma
simultanea la determinacién de cistina en mues-
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tras procesadas por nosotros (laboratorio 1) y por
un laboratorio de referencia cominmente usado
para la remisidon de muestras desde nuestro pais
(laboratorio 2). Los resultados que se presentan en
la tabla 2 muestran una buena concordancia entre
laboratorios, lo que valida elmétodo empleado.

> > Tabla 2: Reproducibilidad de la cuantifi-
cacion de cistina intraleucocitaria interlabora-
torios

Valor 1 Valor 2

Paciente 1 8,02 8,15
Paciente 2 1,02 1,00
Paciente 3 3,72 3,20
Paciente 4 0,14 0,00
Valor 1: cuantificaciéon  laboratorio 1; Valor 2: cuantificacion  labora-
torio 2.

Todas las concentraciones se expresan como nmol/2 cist/mg prot.

>>2> CONCLUSIONES

La cistinosis es un error innato del meta-
bolismo y una de las causas de enfermedad renal
en la infancia que puede comprometer la vida del
paciente sino se diagnosticay se trata a tiempo. Es
por esto que es esencial realizar un diagndstico
rapido y eficiente, para lo que es necesario contar
con el método diagndstico la cuantificacion de
cistina intraleucocitaria a nivel local. La adaptacién
realizada del método de cuantificacién, por HPLC,
de cistina en células sanguineas polimorfonu-
cleares utiliza el nUmero mas alto de muestras
control hasta ahora reportado en la literatura. El
protocolo establecido emplea un volumen de
sangre considerado adecuado para individuos
desde temprana edad; es importante tener en
cuenta que otros analisis de laboratorio general,
como los estudios de inmunologia y citometria, asi
como la determinaciéon de 4acido lactico, suelen
emplear volimenes de sangre incluso superiores al
empleado por nosotros. Aun asi, seria conveniente
en futuros trabajos adaptar el método a volime-
nes reducidos de sangre, para hacerlo mas aplica-
blealactantes menores.

La implementacion de esta técnica es de
gran importancia para el diagndstico de la
cistinosis en Colombia y da cuenta de la necesidad



de implementar el método a nivel local, dada la
inestabilidad de la muestra. Adicionalmente, se
observan algunas diferencias con respecto a otros
valores reportados, reafirmando la conveniencia
de que cada laboratorio establezca sus propios
valores de referencia para proporcionar una mayor
confiabilidad a la hora de interpretar los resulta-
dos.
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