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1- Neurotransmissors i amines biogenes. Conceptes generals.

Les neurones sén cel-lules encarregades de transmetre informacid d’un punt a
I'altre de I'organisme. Aquesta informacio, inicialment, arriba a la neurona en forma
d’estimul, la qual el transforma en un impuls excitador o inhibidor. Per un procés de
conduccié I'estimul arriba a les terminacions neuronals produint un canvi fisico -quimic
a les seves cel-lules veines.  Aquesta estreta relac ié i connexid que hi ha amb les
cél-lules del voltant forma la ret neuronal, necessaria pel correcte funcionament i
homeostasi del sistema nervids. La comunicacié entre neurones existeix mitjangant
Ialliberacié de missatger s quimics, anomenats neurotransm issors (NT). Aquests sén
alliberats després de I'arribada d’un impuls nervids a la fibra nerviosa, passen a I'espai
sinaptic (~200 f&) i posteriorment s’uneixen a receptors especifics postsinaptics donant
lloc a respostes bioquimiques determinades. A la zona de transmissio s’observen una
gran quantitat de mitocondries, necessaries per obtenir I'energia necessaria i fer la
correcte transmissid de la informacid.

Bioguimicament tots els neurotransmissors segueixen una ruta concreta per tal

de que es produeixi correctament la comunicacid entre neurones: 1. Biosintesis
especifica del NT en les n eurones pre -sinaptiques a partir d’aminoacids; 2.
Emmagatzematge en vesicules especialitzades a les neurones pre -sinaptiques; 3.

Alliberacié del NT a I'espai sinaptic; 4. Unié del NT a receptors especif ics de la neurona
post-sinaptica; 5. Inactivacié del NT ja sigui per metabolisme d’aquest o per recaptacio
cap a les neurones pre -sinaptiques. Els NT poden classificar -se com a amines biogenes
(catecolamines i serotonina), acetilcolina, aminoacids ( acid gamma aminobutiric

(GABA), glutamat, n-acetil aspartat, glicina i serina), purines i neuropeptids. Les amines
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biogenes son funcionalment un grup molt important com NT d el sistema nervids
central (SNC) i estan constituides per les catecolamines (noradrenalina, a drenalinai
dopamina) i la serotonina. A nivell central aquestes substancies tenen la funcié del
control de 'estat d’alerta, la memoria, la motivacio, I’humor, la gana, la son, I'activitat
motora i la secrecié hormonal. A nivell periféric estan implicades enla
termorregulacio, control del flux sanguini i mecanismes de dolor (Grace et al. 1998).
1.1. La Dopamina com a neurotransmissor prototip. Funcions de la dopamina

La dopamina és la catecolamina prototip del SNC i estructuralment esta
composta per un anell de benzé amb dos grups hidroxilics (anell catecol) i una cadena

lateral etilamina. Figura 1

Grup catecol

HO NH;
HQU\C‘;EM Etilamina

Figura 1. Estructura quimica de la Dopamina.

Mitjangant tecniques d’'immunohistoquimca s’ha pogut conéixer la distribucio
de les neurones dopamineérgiques i, tot i que sén representades per pocs milers de
neurones, la seva gran arboritzacié permet la innervacié d’aquestes per tot el cervell
(Mravec et al. 2004 ). Principalment, les neurones dopaminérgiques es troben
restringides en tres arees cerebrals i per tant, en tres vies diferents:

1.- Via nigroestriatal. Les neurones d’aquesta via s’originen a la substancia nigra i
participen en el control del moviment i el to muscular. El 85% de produccid cerebral de
dopamina té lloc en aquesta via, i per tant figura de gran importancia en mantenir el

nivells correctes de dopamina.
22



Biomarcadors del metabolisme de la dpamina en alteracions neurologiques en la infancia Introduccid

2.- Via mesolimbica i mesocortical. Les neurones d’aquestes vies s’originen a I'area

tegmental ventral, i participen en els processos de memoria i control emocional. Aixi la

dopamina té un pap er fonamental en els circuits que controlen els aspectes

motivacionals de la conducta, fentde nexe entre les estructures limbiques (de

motivacid) i motores (d’accid).

3.- Via tuberoinfundibular. Les neurones d’aquesta via son més curtes i innerven la

zona intermedia de la hipofisis, participant en la secrecid de la prolactina, on la seva

alliberacid i produccio es veu inhibida per la dopamina. Figura 2

A nivell del sistema nervids periféric, la dopamina és secretada a la medul-la

suprarenal, on activa la funcionalitat cardiaca i renal, estimula la motilitat intestinal i la

tonalitat vascular.

Via mesolimbica/mesocortical

\Ps

Via nigroestriatal

: - i
tuberoinfundibular c B \ e,
P \> ) [
A: Substancia nigra .\ 7 /.
B: Area tegmental ventral l\ \_\ J/” 4
C: Amigdala £
i
\

D: Via tuberoinfundibular
E: Nucli estriat ventral (accumbens)

F: Nucli estriat (nucli caudat,
putamen i globus pal-lid)

G: Escorca frotnal

Figura 2. Distribuci6 de les vies
dopamineérgiques. La via nigroestriatal (color
negre) innerva tot el  cos estriat, format pel
nucli estriat, putamen i globus pal-lid. La
neurones de la via mesolimbica/mesocortical
(en vermell) finalitzen a I'escorga frontal i les
neurones de la via tuberoinfundibular (en lila)

innerven la hipofisis.

1.2. Metabolisme i biomarcadors de la via dopamineérgica

La sintesis de la dopamina (i també la resta de catecolamines) és iniciada per

I'aminoacid L -tirosina. Després d’un

primer pas d’hidroxilacid, regulat per I'enzim
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tirosina h idroxilasa (TH ; EC 1.14.16.2), s’obté la levodopa (L-dopa). Aquesta
hidroxilacio representa el punt de regulacioé de la sintesi de la dopamina (i també de la
noradrenalina i adrenalina) (Nagatsu et al. 1964). La TH es troba altament concentrada
a les terminals nervioses de totes les neurones catecolaminérgiques , convertint -se
amb I'enzim limitant de la sintesis d’aquestes (Levitt et al. 1965) . La L-dopa és
descarboxilada rapidament per I'enzim descarboxilasa d’aminoacids aromatics (AADC ;
EC4.1.1.28 ) perconvertir -se finalment en dopamina (Kuhar et al. 1999)
Posteriorment, la major part de dopamina s’emmagatzema a les vesicules sinaptiques
mitjancant un transportador especific que opera contra gradient (cost d’ATP),
anomenat transportador vesicular de monoamines (VMAT2) (Bernestein et al. 2014 ).
L'alliberacié de la dopamina a I'espai sinaptic esta relacionada amb I'obertura dels
canals de calci de la neurona i per tant amb I’entrada de ca Ici a dins d’aquesta
(Bahena-Trujillo et al. 2000) . En menor freqliéncia, la dopamina també pot sortir a
I’espai sinapti ¢ lliurement, sense haver de recdrrer a les vesicules pre -sinaptiques
(Bahena-Trujillo et al. 2000).

Una vegada la dopamina ja es troba a I'espai sinaptic pot exercir els seus
efectes unint-se als receptors de membrana post -sinaptics (cinc subtipus diferents) o
bé als seus receptors pre -sinaptics (autoreceptors, de dos subtipus). La dopamina és
recaptada per la neurona pre -sinaptica mitjan c¢ant un transportador especific
dependent de sodi i energia, anomenat DAT (Kurian et al. 2011 ?). La degradacié de la
dopamina té lloc a l'espai sinaptic a partir de dos enzims diferents, la monoamino
oxidasa (MAO ; EC 1.4.3.4), tant la forma MAO -A com la MA O-B, que desamina la

dopamina a acid dihidroxifenilacétic (DOPAC) i la catecol -O-metiltransferasa (COMT)
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que metila la dopamina lliure de I'espai sinaptic a 3 -metoxitiramina (3MT). La 3MT i la
DOPAC sén posteriorment degradades fins a I'obtencioé de I'acid  homovanil-lic (HVA),
metabolit quantitativament més important de la dopamina . D’altrabanda, Ia
dopamina pot transformar -se en noradrenalina per I’'enzim dopamina B-hidroxilasa
(DBH; EC 1.14.17.1), la qual es transforma en adrenalina per I’enzim feniletanolamina
N-metiltransferasa (PNMT; EC 2.1.1.28 ). La noradrenalina es metabolitzara alliberant
els metabolits 4-hidroxi-3-metoxifenilglicol (MHPG) i acid vanilmandélic (VMA). L'HVA i
el VMA sdén els metabolits estables de la dopamina i noradrenalina, respectivament i
ambdds compostos seran transportats del SNC cap al sistema periféric mitjancant un
transportador especific d’anions organics (anomenat OAT), localitzat al plexe coroidal
de la barrera hematoencefalica (BHE). En concret és el OAT tipus 3 el que possibilita
aquest traspas dels metabolits HVA i VMA, aixi com d’altres substancies de desfet, cap
a la sang perqué posteriorment siguin eliminats per via renal (Nagle et al 2013).

Les principals rutes bioquimiques sén representades a la Figura 3.
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Tirosina L-DOPA Dopamina

NH; HO NH; HO NH;
TH AADC
—_— LAR N
COOH ~(gH,) COOH
4 (PLP)
HO HO HO

l CON / \ AAO
CH,0 HO. COOH
CH;0 NH, |
NH, HO
U\QOH "
3-MT

HO DOPAC
3-0MD MAO c°"’”l
\\
CH,0 COOH
HOI :l HVA
OH
OH

HO. NH, HO NH;
HO. NHCH,
DBH PNTM
—_— HO e HO —_—
Dopamina Noradrenalina HO Adrenalina

OH OH
HO
HO VMA

MHPG

Figura 3. Via de sintesis de la dopamina. T H: tirosina hidroxilasa, BH,: tetrahidrobiopterina, AADC: L-
aminoacid aromatic descarboxilasa, PLP: piridoxal fosfat, 3-OMD: 3 -ortometildopa, MAO:
monoaminooxidasa, COMT: catecol -O-metiltransferasa, 3 -MT: 3 -metoxitiramina, DOPAC: acid
dihidroxifenilacetic, HVA: acid homovanil-lic, DBH: Dopamina B -hidroxilasa, Cu: coure, PNTM:
feniletanolamina N-metiltransferasa, MHPG:4-hidroxi-3-metoxifenilglicol, VMA: acid vanilmandélic . En

vermell es mostren els metabolits analitzats en liquid cefaloraquidi.

Cal tenir present pero, que a banda de I'important paper que tenen els enzims
relacionats amb el metabolisme dopamineérgic, aquests també necessiten de cofactors
per funcionar correctament.  Cada cofactor té la se va propia ruta metabolica i
gualsevol defecte en algun d els seus passos pot provocar un deficiencia del mateix i,
pertant , una alteracié ens els nivells de dopamina i/o altres substancies que
depenguin del cofactor . Els cofactors en qliestio sén la tetra hidrobiopterina (BH,), el

piridoxal fosfat (PLP) ielcoure (Cu*?), sent cofactorsde laTH,ADCCiD PH,
26
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respectivament (Figura 3). Els cofactors de la TH i AADC seran objectius d’aquesta tesi i
seran estudiats en les seccions 2 i 3 de la introduccid. E | Cu*? és el cofactor necessari
per I'’enzim DBH. Deficiencies en aquest oligoelement, per exemple per la malaltia de
Menkes, poden provocar una disminucio dels nivells de noradrenalina i un augment
dels nivells de dopamina provocant un clinica de sobreexcitacié dopaminérgica (Kaler
et al. 2013).
1.3. L’acid homovanil-lic, com a principal metabolit del metabolisme
dopaminergic.

L’'HVA és quantitativament el metabolit més important de la via dopaminérgica
ja que representa el catabolit més estable de la dopamina ( Hyland et al. 2003, Figura
2). La quantificacio dels seus nivells en liquid cefaloraquidi (LCR) pot orientar-nos sobre
el reciclatge i metabolisme de la dopamina que hi ha a les zones cerebrals
dopaminergiques més actives, les arees nigroestriatal i mesolimbica -mesocortical
(Kurian et al. 2011°) (Figura 2).

No obstant aix0, el paper de 'HVA va molt més enll a de reflectir la sintesis i
catabolisme de la dopamina, ja que les seves alteracions en LCR, ja siguin per excés o
disminucié, poden representar diferents situacions patologiques (Figura 4):

e Valors alts d’"HVA, poden reflectir:

o Tractament amb precursors dopaminergics . En aquesta situacio la
quantificacié de I'HVA en LCR és util per monitoritzar| ’estat
dopaminergic.

o Defecte dopaminergic per abséncia del transporta dor especific DAT1 ,

que permet la recaptacié de dopamina de I'espai sinaptic a la neuro na
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dopaminergica pre -sinaptica (veure punt 1.4.2 de la introduccid)
D’aquesta manera s’evita la degradacid excessiva de dopamina i
conseqlientment I'alliberacié massiva de HVA.

e Valors molt baixos d’HVA, poden reflectir:

o Excés dopaminergic, per absencia dels enzims relacionats en el
catabolisme de la dopamina cap a HVA. Ex: Deficiencia de MAO (veure
punt 1.4.1 de la introduccid).

o Deficiéncia dopaminergica, per abséncia d els enzims o bé dels cofactors
relacionats en la sintesis de dopamina . Ex: Deficienciade THi dela
AADC cursen amb ni vells molts baixos d’"HVA en LCR (veure punt 1.4.1
de la introduccid) . Les deficiéncies dels cofactors (BH4 i PLP) també
cursen amb nivells baixos, encara que no tant com les enzimatiques.

e Valors alts o baixos d’H VA sense reflectir una alteracié dopaminérgica. Esuna
situacié relativament freqlient, observada en varies malalties neurologiques
gue de manera secundaria poden afectar ala generacié d "HVA sense anar
acompanyades d’'una simptomatologia dopamin érgica. A Igunes malalties
genétiques també poden causar un cumul d’HVA sense aparicié d’una
disfuncid dopamineérgica. Un exemple ésla sindrome de Kearns-Sayre on
s’hipotitza una alteracié en les proteines encarregades de la
neurotransmissié a causa d’un defecte energeé tic, provocant un augment del
catabolisme dopaminérgic al espai intersinaptic (Tondo et al. 2011, Serrano

et al. 2010).
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Figura 4. Digrama relacié entre concentracions d’'HVA i estat dopaminergic

La quantificacié del HVA en d’altres matrius biologiques, com la orina o la sang,
no son fluids optims per valorar I’estat dopaminergic cerebral (Marin-Valencia et al.
2008, Hyland et al. 1993) ja que s’ha demostrat que no existeix una correlacio entre els
valors d’HVA a nivell perifé ricicentral. L‘analisi de les catecolamines (dopamina i
noradrenalina), les metanefrines lliures , o fraccionades , juntamentamb la
quantificacié d’VMA, en orina i/o plasma té importancia quan hi ha sospita tumoral a
les glandules adrenals, com el neuroblastoma i feocromacitoma (Lenders et al. 2002).
1.4. Errors congénits en el metabolisme de la dopamina

Hi ha descrit es diverses malalties genetiques que causen deficiéncia de Is
enzims, cofactors i transportadors que participen en la sintesis, degradacié i paper com
a neurotransmissor, de la dopamina. Aquestes malalties “genetico-metaboliques” sén
considerades com a malalties minoritaries ja que sén de molt baixa prevalenca. Per
definicio, les malalties minoritaries sdn un conjunt molt ampli i heterogeni de
condicions patologiques que poden afectar a tots els trams d’edat. S’estima que hi ha

unes 8000 malalties minoritaries, i que la meitat d’elles tenen un origen genétic amb
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debut a I'edat pediatrica. La majoria d’elles presenten uns trets comuns: sén malalties
greus, amenacants per la vida, multisistemiques i molt discapacitants. Dins la Unid
Europea s’ha establert un limit epidemiologic per definir aquestes malalties fins a cinc
casos per cada 10.000 habitants, és a dir 1 cas per cada 2.000 habitants.
1.4.1 Deficiéncies enzimatiques

Fins a dia d’avui s’han descrit 4 deficiéncies enzimatiques implicades
directament en la biosintesi i metabolisme de la dopamina. La deficiéncia de tirosina
hidroxilasa (TH), la de L -aminoacid aromatic descarboxilasa (AADC), la de monoami na
oxidasa (MAO) i la de dopamina B-hidroxilasa (DBH). Clinicament, la simptomatologia i
I’edat de presentacié d’aquests quatre defectes és bastant heterogénia (Hoffmann et
al. 1998). Els pacients amb deficiéncies de TH i AADC acostumen a debutar a I'edat
pediatrica tenint una simptomatologia bastant similar. No obstant aixo, I’AADC també
participa en el metabolisme de la serotonina, fent que la seva deficiéncia afecti també
alavia serotoninergica. D’altra banda, els pacients amb defectes de la MAQ i DBH
debuten més tard (a I'adolescéncia i edat adulta) i la seva clinica és totalment diferent.

A la Figura 5 es mostren aquestes 4 deficiencies i quins metabolits dels NT es
troben alterats, a partir dels quals es pot fer una primera sospita diagnostica, des  del

punt de vista bioquimic.
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Figura 5: Deficiéncies enzimatiques de la via seratoninérgica i dopaminérgica. El metabolisme de la

serotonina s’inicia a partir de I'aminoacid triptofan que per I'enzim triptofan hidroxilasa (TPH) déna lloc
al metab olit 5-hidroxitriptofan (SHTP). Aquest per I'accié de I’AADC origina la serotonina. Aquesta es
metabolitzara a acid 5-hidroxiindolacetic (5HIAA), metabolit quantitativament més important. Aixi I'HVA
i el 5HIAA sén els metabolits finals de les vies dopamina i serotonina itenen gran valor diagnostic.

La deficiéncia de TH cursa amb :iHVA, LMHPG i valors normals de 5HIAA i SHTP.

La deficiéncia de AADC cursa amb: 4 SHIAA, LHVA, {MHPG, T5HTP, T3-OMD.

La deficiéncia de DPH cursa amb: THVA, LMHPG i valors normals de SHIAA i SHTP.

La deficiéncia de MAO cursa amb: LHVA, {5HIAA.

El diagnostic precog d’aquestes malalties possibilita la instauracié d’un
tractament que consisteix en administrar precursors de la dopamina ( L-dopa) i/o de la
serotonina (5HTP) en aquells errors on hi hagi deficiéncia de dopamina (defectes de TH
o AADC) i serotonina (defecte d’AADC). La resposta dels pacients al tractament
dependra de I'edat de diagnostic i de I'afectacid neurologica al moment del diagnostic.

Bioquimicament, el diagnostic es realitza en LCR per I'analisi de cinc metabolits:
3-OMD, 5HTP, MHPG, 5 HIAA i HVA (Figura 5, marcats en vermell ), ja que com hem

comentat anteriorment, la orina i al sang no sén fluids optims per I'estudi dels defectes

dopaminergics cerebrals.
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A més, per obtenir uns resultats fiables i que ens permetin diagnosticar els
pacients, és necessari seguir un protocol estandarditzat d’extraccid de la mostra, ja
gue existeix un gradient rostral -caudal del LCR, aixi i com variacions dilirnes dels
metabolits de la dopamina i serotonina en LCR (Hyland et al. 1993, Ormazabal et al.
2003). Aquests factors poden causar variacions en les concentracions dels N T i per tant
interpretacions erronies dels resultats. Es p er aquestarad que esfa absolutament
necessari establir uns valors de referéncia propis d’aquells metabolits que presenten
gradient rostral -caudal, i, a més a més, que  els resultats dels pacients en estudi es
comparin amb la mateixa fraccié de LCR estudiada en els pacients control (Hyland et al.
2008, Ormazab al etal. 2005). D’altra banda, existeixen altres situacions com
malformacions en el SNC o alguns tractaments farmacologics (antiepiléptics) que
poden causar alteracions secundaries a la via dopaminergica (Clayton 2006) .
Tanmateix, jahaestat demostrat que hi ha una correlacié negativa entre la
concentracié de NT amb I'edat, sent molt més acusada els primers mesos de vida . Les
altes concentracions d’HVA i 5 HIAA sén necessaries per la regulacio dels metabolisme
durant la mitosis, neurogenesis, migracid i fo rmacié de la ret dopaminérgica neuronal
al periode postnatal (Kurian et al. 2011°%). Aquesta correlacié amb 'edat fa que s’hagin
d’establir diferents valors de referéncia de cada rang d’edat (Komori etal. 1999,
Hyland et al. 2003).

- Deficiéncia de Tirosina hidroxilasa

La deficiéncia de TH (MIM*191290) és una malaltia  genetica autosomica

recessiva que causa deficiencies en les concentracions de dopamina, adrenalina i

noradrenalina. El gen implicat (TH) es troba localitzat al cromosoma 11p15.5, i ja s’han
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descrit més de 100 mutacions relacionades amb aquesta malaltia (Willemsen et al.
2010, sbSNP on pubmed website).

Clinicament existeixen dos fenotips: un fenotip més lleu on els pacients
debuten al primer any de vida amb una sindrome rigida -hipocinéticaid istonia
generalitzada (tipus A), mentre que I'altre fenotip és més sever que cursa amb una
encefalopatia durant el periode perinatal amb fluctuacions dilirnes i alteracions dels
sistema autonomic (tipus B) (Willemsem et al. 2010) . Totiaixi,a mbdds fenotips
presenten crisis oculogires, parkinsonisme, distonia (contraccions involuntaries dels
musculs) amb variacié dilirna, tremolor, hipokinesia, hipotonia (disminucié to
muscular), ptosis bilateral (relaxament dels musculs de les parpelles), irritabilitat i
discapacitat intelectual (Grattan-Smith etal. 2002). Aquests pacients responen
habitualment de manera positiva al tractament amb dosis variables de L-dopa i
carbidopa (inhibidor de I’AADC periférica per garantir I'accés de la  L-dopa al cervell).
No obstant aix0, els efectes secundaris observats en aquest tractament limiten i
dificulten la instauracioé de la dosis final.

Bioquimicament els pacients presenten valors disminuits en LCR d’"HVA, 3-OMD
i MHPG (Figura 5), mentre que els nivells de pterines, tirosina i altres metabolits en LCR
es mantenen inalterats (Marin -Valencia et al. 2008). La quantificaciéo d’'HVA, 3 -OMD i
MHPG en orina és una metodologia que condueix errors de diagnostic ja que poden
trobar-se valors dins dels rangs de referéncia ( Brautigham et al. 1998, Wevers et al.
1999 i Hoffman et al. 2003b). Paral-lelament, és freqiient trobar valors de prolactina en
plasma elevats, degut a una disminucié de I'efecte inhibidor que exerceix la dopamina

enfront la prolactina en la neurohipofisi. La majoria de | es mutacions descrites es
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troben localitzades a nivell transcripcional del gen TH, encara que també s’han descrit
mutacions en la zona promotora (Ribasés et al. 2007 , Willemsen et al. 2010 ). Aquest
ultim cas i d’altres 12 casos han estat estudiats i confir mats genéeticament a | nostre
departament. (Taula annex).

- Deficiencia de la descarboxilasa d’aminoacids aromatics

Es una malaltia autosdmica recessiva (MIM*107930) on el gen implicat ( AADC)
es localitza al cromosoma 7p12.1  -p12.3. Aquesta entitat combina un a deficiéncia
dopaminerigca i serotonineérgica, ja que I'enzim AADC participa al metabolisme
d’ambdues vies (Figura 5).

Clinicament aquests pacients debuten de manera primerenca al primer any de
vida observant-se crisis oculogires, parkinsonisme, distonia amb variacio ditrna,
tremolor, hipokinesia, hipotonia, ptosis bilateral, sudoracio, inestabilitat térmica,
corea, irritabilitat i retard mental (Maller et al. 1997). El tractament d’aquests pacients
es basa en I'administracié d’agonistes dopamineérgics i in hibidors de la MAO per tal de
mantenir la via serotoninergica activa.

Bioguimicament, els pacients presen ten valors disminuits d’"HVA i 5 HIAA
(principal metabolit de la via serotoninérgica) amb una elevacié important de 3-OMD i
S5HTP (metabolits precursors de la dopamina i serotonina). Els nivells dels cofactors que
participen en la via no es veuen afectats (Hyland et al.1992). Al diagnostic definitiu s’hi
arriba per I'estudi de I'activitat enzimatica de ’AADC en plasma, que es troba
disminuida entre un 16 -55% (Hyland et al. 1992) i la troballa de mutacions en el gen
afectat, on s’han descrit unes 30 mutacions diferents (Genetic Association Database ).

La incidencia d’aquesta malaltia sembla ser més elevada que la deficiencia de TH,
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especialment en paisos orientals on inclds han observat un fenotip peculiar, amb mans
i peus més petits (Lee et al. 2009). Tot i aixi, la nostra experiéncia no confirma aquesta
incidéncia ja que en el nostre laboratori només hem pogut identificar finsa tres
pacients, sent un d’aquests I’Unic cas de deficiencia d’AADC a I'estat espanyol. (Taula
annex)

- Deficiencia de MAO

La MAO té un paper important en la desaminacié de les amines biogenes.

Existeixen dues isoformes d’aquest enzim, la MAO -A i la MAO -B, que mostren afinitat
per substrats i inhibidors diferents. Els gens que originen les dues isoformes es troben
al brag curt del cromosoma X (L enders et al. 2002). La pérdua combinada d’ambdues
activitats (deficiencia MAO -AB combinada) ha estat descrita en alguns pacients que
presenten d elecions al cromosoma X amb Malaltia de Norrie (MIM*300658). Aixi
mateix, a banda de la clinica deguda a la propia mal altia de Norrie, com la ceguera i
sordesa, s’hi combina un a profunda discapacitat intelectual, comportament autista,
convulsions toniques, funcions dels sistema autondmic alterades i tot el metabolisme
de les amines biogenes alterat (Collins et al. 1992). La MAO és I'enzim encarregat de
transformar la dopamina en DOPACila3  -MT en HVA (Figura 3). Diversos estudis
demostren que les deficieéncies especifiques de MAO-B no provoquen un fenotip clinic
concret, i que per tant no estaria assaciada amb alteracions de comportament.
Aquesta absencia d’alteracions cliniques i la normalitat de Is nivells de metabolits dels
neurotransmissors indiquen que la isoforma més metabolicament activa i important és
la MAO-A (Lenders et al. 2002). No obstant aix0, encara no hi ha suficients treballs que

demostrin la relacié dels nivells d’HVA amb I’activitat de la MAO -A, havent-hi resultats
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contradictoris tant en poblacié adulta com en pediatrica (Marin -Valencia et al. 2008).
Dins la nostra experiéncia hem pogut estudiar fins a dos casos de deéficit de MAO  -AB
combinada. Un pacient de I'estat espanyol i un pacient del  Hospital Sofia de Greécia,
amb el qui col-laborem est retament. Bioquimicament van presentar valors d’HVA
extraordinariament baixos encara que el mecanisme fisiopatologic més important sigui
probablement una acumulacié de dopamina (Taula annex).

- Deficiencia de la dopamina beta hidroxilasa

La deficiéncia d’ aquest enzim (MIM *609312) és una malaltia rara que es

caracteritza per una alteracié primaria dels sistema nervids autonom, atés que hi ha
nivells baixos de noradrenalina. La clinica acostuma a apareixer al final de
I'adolescéncia amb una hipotensid ortostatica molt severa, ptosis ocular, congestid
nasali disfuncié sexual. Bioquimicament es caracteritza per una deplecio de
catecolamines (noradrenalinaiadrenalina) ielevacié de dopamina  ensang . Les
concentracions d’"HVA en LCR dels pocs pacients diagnosti cats no estan reportades, tot
i que s’esperaria trobar valors elevats d’'HVA i nivells disminuits de MHPG en LCR
(Hyland et al. 2002%). Creiem que, probablement, a causa de I'edat de debut d’aquests
pacients i de la seva presentacid clinica extra -neurologica no hem diagnosticat cap
pacient amb déficit de DBH a la nostra poblacié pediatrica.
1.4.3. Defectes del transport de dopamina

- Déficit transportador especific de dopamina (DAT).

La major part de dopamina que és recaptada de |'espai sinaptic per ser ret ornada a
la neurona pre -sinaptica, es fa utilitzant un transportador especific de dopamina ,

anomenat DAT. Aquest transportador forma part de la familia de les proteines
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transmembrana dependent de Na */Cl tipus 6 (SLC6, solut carrier 6 ) (Blackstone 2009)
sent el gen que codifica per aquest transportador el SLC6A3 (o gen DAT1). La
deficiencia de DAT (MIM *126455) és un malaltia recessiva de la que s’han descrit molt
pocs pacients, els quals van debutar en I'edat infantil presentant una distonia i una
clinica de parkinsonsime (lentitud en els moviment, rigidesa muscular i tremolor en
repods) (Kurian et al. 2011%). Tot i tenir una simptomatologia de déficit dopaminérgic
molt similar als defectes primaris de la dopamina, presenten un a important
caracteristica bioquimica que els fa diferenciar dels errors congenits del metabolisme
(ECM) de la dopamina. En els defectes de DAT s’observen valors elevats d’'HVA en LCR i
una ratio HVA/5HIAA elevada, fins a valors de 13 (valors normals : 1,2 a 4,0). Aquesta
troballa es deu a que I'excés de dopamina en I'espai sinaptic és metabolitzada pels
enzims MAO i COMT fins a I'obtencié del producte final, HVA. El fet que el defecte de
DAT no influeixi en els  valors de la serotonina, els productes del seu metabolisme
(5HIAA) no estaran augmentats, fent que la ratio HVA/5-HIAA s’elevi
considerablement. A mésamés ,l'escassa recaptacio de dopamina provoca un
esgotament de les vesicules dopaminérgiques. L'excés de dopamina per una banda
provoca I'estimulacié dels autoreceptors presinaptic s D2, elsquals  per feedback
negatiu, inhibeixen la TH, provocant una disminucié de la sintesi de dopamina. Daltra
banda aquest sobre excés de dopamina també té un efecte sobre els receptors post -
sinaptics, provocant una desensibilitzacié i/o inhibicié d’ aquests i per tant una
disminucié I'efecte dopamineérgic (Kurian et al. 2011b). Dins la nostra experiéncia al
laboratori, actualment s’esta fent I’estudi genétic a un laboratori extern (Hospita I

Great Ormond Street m de Londres) de pacients seleccionats per clinica i bioquimica
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compatible amb un deficit de DAT.  Aquesta malaltia és el paradigma de com valor
elevats de HVA poden significar una deficiéncia de dopamina.

- Deéficit de transportador membrana vesicular amines biogenes (VMAT2).

El transportador de mem brana vesicular d ‘amines biogenes (VMAT2) es troba
regulat pel gen SLC18A2 (solut carrier 18A2)i té la funcid d’introduir les amines
biogenes (dopamina i serotonina) dins les vesicules de les neurones pre-sinaptiques.

Des del punt vist clinic, e | déficit de VMAT2 (MIM*126455) causa un trastorn en el
moviment (distonia, parkinsonisme i crisis oculogires) per déficit dopaminérgic, una
disfuncié del sistema nervids autonomic (diaforesis, desregulacié temperatura, ptosis
palpebral i hipotensié postural) per d eficiencia noradreneérgica i adrenérgica i
alteracions psiquiatriques per la deficiencia serotoninérgica. Clinicament presenta un
fenotip molt similar a la deficiencia d’AADC , diferenciant-se d’aquesta entitat
principalment per I'abséencia de I'empitjorament  clinic a les nits (caracteristica
observada en la deficiencia AADC a causa de la insuficient produccié de NT) (Pons et al.
2004). Tot i que aquesta clinica ens indica un error en la transmissié sinaptica, no s’han
descrit alteracions en LCR de les concent racions dels metabolits de les dues vies
afectades, dopamina i serotonina (Rillestone et al. 2013). No obstant aixo, el treball de
Rillestone recomana I'analisi de 3 -OMD i VMA en orina, ja que de la mateixa manera
gue ocorrer en la deficiencia d’AADC, el V MAT2 s’expressa fora del SNC (sistema
nervios periféric, medul-la adrenal i plaquetes). D’aquesta manera, els metabolits de
les amines bidogenes podrien estar alterats en orina i utilitzar aquest fluid per estudiar
ambdds defec tes. Al diagnostic definitiu s ’'hi arriba per I'analisi molecular.  Aquests

pacients responen favorablement bé al tractame  nt amb agonistes dopamineérgics,
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encara que no presenten millores cliniqg ues amb terapia substitutiva L-dopa/carbidopa
0 amb suplements de vitamina Be.

Figura 6. Transmissi 0 sinaptica de la
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1.5. Altres alteracions secundaries
Cada vegada es van descrivint més entitats cliniques que, de manera

secundaria, poden causar una alteracié en les vies dopaminérgiques itambé enla
d’altres amines biogenes . Les concentracions d’HVAi5 HIAA en LCR en aquests
pacients es troben fora dels valors de refer éncia, encara que no presenten uns valors
tant extremadament alterats com a les deficiéncies primaries (Kurian et al. 2011°).
Aquestes alteracions poden tenir un origen geneétic o no . Dins les patologies
genétiques on s’ha demostrat una alteracié dopaminérgica hiha les alteracions del
metabolisme del folat, la fenilcetondria, la Sindrome de Les ch-Nyhan, les malalties

mitocondrials, las indrome opsoclono-mioclono, la hipoplasia pontocerebelar, la
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sindrome de Rett ile s leucodis trofies ( Garcia Cazorla et al. 2007) . Les epilépsies,
I'asfixia perinatal, els espasmes infantils, I'autisme i les alteracions neuromusculars son
entitats cliniques d’origen sindromic de les que també s’ha n descrit disminucions dels
valors del HV A (Garcia-Cazorla 200 8, Kurian etal. 2011%) . Els diferents treballs
publicats remarquen la gran vulnerabilitat que tenen els nounats en les primeres
etapes de lavida respecte al funcionalisme dopamineé rgic. En aquest periode de vida
les neurones dopamineé rgiques estan en un profund creixementi expansid cerebral
(Herlenius et al. 2004). Per tant, qualsevol pertorbacié cerebral en aquesta edat pot
provocar una modificacié de la programacié neuronal dopamineérgica provocant
alteracions tant neurologiques com de maduracié de la ret neuronal (Herlenius et al.
2004, Kurian et al. 2011 ?). Tot i que s ’esta reconeixent la importa ncia de la deteccid
d’estat de deficiencia dopaminergica en malalties neurolo giques, | ‘experiéncia en
aquesta area de la neuropediatria és encara molt novella, havent-hi molt pocs treballs
amb series llargues de pacients que analitzin aquesta questio.

2. Cofactors de la via dopaminérgica (1): Tetrahidrobiopterina (BH,)

2.1. Principals funcions de la tetrahidrobiopterina

Les pterines sén co mponents que contenen un anell 2 -amino-4-oxo-
priazinapirimida (pter in), que deriven de la guanosina trifosfat (GTP) per viad'un a
ciclohidrolasa magnesi dependent. La BH 4, és una pterina, que és cofactor del primer
pas del metabolisme de la dopamina regula t per’'enzim TH. Tanmateix, també
participa com a cofactor en d’altres rutes metaboliqgues com en la sintesi de serotonina
(cofactor de la  triptofan hidroxilasa ( TPH) (Figura 5), en el metabolisme de la

fenilalanina (cofactor de la fenilalanina hidroxilasa (PAH; EC 1.14.16.1), I'0xid nitric
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sintasa (EC 1.14.13.165) i la gliceril-éter monoxigenasa (EC 1.14.16.5) (requadre de la
Figura 7). D’aquesta manera , una deficiencia de BH; no només comprometria la via
dopaminergica siné també d’altres rutes provocant malalties comla

hiperfenilalaninemia.

GTP
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Figura 7. Metabolisme de la BH, i reaccions en les que intervé com a cofactor (requadre). En vermell es
marquen els enzims que depenen de la BH,. En lila es mostren els enzims del metabolisme de la BH, que
quan estan deficitaris cursen amb una hiperfenilalaninémia plasmatica. En blau es mostren els enzims, la
deficiéncia dels quals no cursen amb elevacions de fenilalanina en sang.  PAH: fenilalanina hidroxilasa;
TH: tirosina hidroxilasa; TPH: triptofan hidroxilasa; AG MO: gliceril-eter monoxigenasa; NOS: oxid nitric

sintasa.

2.2. Metabolisme de les pterines i biomarcadors: biopterina i neopterina

La biosintesis de la  BH4 s’inicia amb la conversié de la GTP a 7,8 -dihidro-
neopterina per I’enzim guanosina trifosfat cicloh idrolasa (GTP-CH; EC 3.5.4.16).
Posteriorment, la 7,8 -dihdro-neopterina per I'enzim p iruvoil-tetrahidropterina sintasa
(PTPS; EC 4.2.3.13) es transforma amb la 6 -piruvoil-tetrahidropterina, la qual déna lloc
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alaformafinalde BH4 per I'enzim sepiapterina reductasa (SR; EC 1.1.1.325). Els
metabolits de sintesis son la  neopterina (NP), alliberada a la primera reaccio, i la
biopterina (BP), alliberada una vegada la BH, ja ha actuat com a cofactor i s’ha oxidat a
hidroxitetrahidrobiopterina (OH-BH,4). Aquesta forma oxidada és transformada de nou
a BH4 per un sistema de reciclatge on hi participen dos enzims addicionals , la pterina-
4a-carbinolaminadehidratasa (PCD; EC 4.2.1.96) i la dihidropterinreductasa (DHPR ; EC
1.6.99.7). La PCD catalitza una primera reacci 6 de reduccié transformant la OH -BH; a
g-dihidrobiopterina (q -BH,). L’ultim pas de reciclatge és conduit per la DHPR que
renovara la molecula de BH4 (Figura 7). Els valors de BH4 es mantindran constants
gracies a la propia via de sintesi de novo i a les reaccions de reciclatge (Marin-Valencia
etal. 2008) i ambdues vies sd n necessaries para una correcta funcié del BH,4. Cal
mencionar que encara que la SR sigui suficient per completar la sintesi  de novo de la
BH,; existeix una ruta alternativa regida per dues reductases (carbonil i aldosa
reductases, CR i AR, respectivament) que permet en sintetitzar laBH 4 en teixits
periférics. Si es segueix aquesta variant metabolica es necessita d’'un  altre enzim, la
dihidrofolatreductasa (DHFR; EC 1.5.1.3) per finalitzar la biosintesis de BH,4. L’expressié
de DHFR és diferent segons el teixit, trobant -se a baixes concentracions al cervell. Es
per aquest motiu, que davant d’un deficiéncia genetica de SR, la sintesi de BH4 cerebral
no es pot finalitzar atés la baixa expressid d’aquestes reductases al cervell (Blau et al.
2003°) pero en canvi si que ho pot fer a nivell periféric gracies a I'activacié de la ruta
alternativa.

2.3. Neopterina i biopterina, com a marcadors dels ECM de la BH,
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El fet que la NP sigui un metabolit de sin tesis ila BP ho sigui de la via de
reciclatge dela  tetrahidrobiopterina, fa que les seves determinacions en LCR ,
conjuntament amb la dels NT (HVAi5  HIAA), siguin de gran utilitat pel diagnostic
bioquimic dels ECM de les pterines. Les deficiencies primar ies de les pterines poden
dividir-se en dos subgrups. Les que cursen amb hipe rfenilalaninémia i les que no. Dins
els ECM de pterines amb hiperfenilalaninémia s’hi engloben 4 entitats diferents: la
deficiéncia recessiva de GTP -CH (MIM*600225), la deficiencia de PTPS (MIM*612719),
la deficiencia de PCD  (MIM*126090) ila deficiencia de DHPR (MIM*612676). Una
deficiéncia de qualsevol d’aquests quatre enzims causara una disminucid dels nivells
de BH4 que es traduira en un mal funcionament dels enzims que depenen d’ella com a
cofactor, entre ellsla TH, la TPH i la PAH. D’aqui que la determinacio de la fenilalanina
en sang, que s’utilitza en els programes de diagnostic preco¢ neonatal d’arreu del mén
(Hyland et al. 2008, Blau et al. 2003%), sigui una eina essencial per la deteccié d’aquests
defectes. L’elevacié de fenilalanina podra ser provocada per un error enzimatic primari
de la PAH (fenilcetonuria classica, MIM *612349) o bé per una deficienciade BH; a
causa d’una alteracio en els seglients enzims: GTP-CH, PTPS, PCD o DHPR (enzims
marcats enlilaala Figura7). T otes ell es s dn mala Ities autos Omiques recessives. La
deficiencia d’un d’aquests quatre enzims causa ECM potencialment greus sinos én
tractats de forma precog, ja que a part d’haver -hiunincrementdels nivellsdela
fenilalanina també hi ha una deficiencia dels NT, dopamina i serotonina. La incidéncia
d’aquests quatre ECM dins la poblacié de pacients amb hiperfenilalaninémia és molt
baixa (1/200) . S 6n pacients que es tracten amb BH 4, juntamentamb unad ieta

controlada en proteines (baixa proporcid en fenilalanina segons la resposta a la BH,). A
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més a més, reben suplements de L-dopa/carbidopai 5 HTP per estimular la sintesi de
dopamina i serotonina, respectivament, atés que la BH4 no passa la BHE. Pel que fa a la
nostra experiéncia, i sent hospital de referencia de | a fenilcetonduria, fins ara no hem
diagnosticat cap pacient a Catalunya amb hiperfenilalaninémia a causa d’algun dels 4
ECM mencionats anteriorment.

En referéncia als ECM de la tetrahidrobiopterina que cursen sense
hiperfenilalaninemia, s’hi engloben dues malalties, la deficiencia dominant de GTP -CH
(MIM*600225) i la deficiencia de SR ( MIM*182125), d’herencia autosomica recessiva
(enzims marcats en blau a la Figura 7). Aquestes no son detectables pels programes de
deteccid precog i afecten exclusivament al SNC (Blau et al. 2003?, Hyland et al. 2008).
Per tant, el diagnostic bioquimic es realitza per quantificacid en LCR de pterines (NP i
BP) i dels NT. Al llarg dels anys que portem analitzant LCR hem pogut diagnosticar fins
a 4 deficiéncies de GTP-CH autosomiques dominants i un pacient amb deficiencia de SR

(Taula annex). A la Taula 1 es resumeix el perfil bioquimic en LCR dels sis ECM de les

pterines.

Deficiéncia Phe pl SP NP BP Primapterina HVA | 5HIAA | 5-MTHF
GTP-CHr ™ N NN% % N NN N N
GTP-CHd N N NE NE N J J/N N
PTPS 0 N ™MLY N 2R N

SR N ™ N T N Ve by N
PCD T N N T ™~ 2% N N
DHPR ™ N N ™ N N N2 N\

Taula 1. Perfil bioquimic de pterines, NT i metiltetrahidrofolat (MTHF) en LCR dels sis ECM relacionats
amb les pterines. La columna ombrejada permet classificar els ECM de les pterines en dos grups, tinguin
o no, la fenilalanina elevada en plasma  (Phe pl). La determinacié de 5-MTHF en LCR ajuda a fer el

diagnostic bioquimic dels ECM de les pterines que cursen amb h iperfenilalaninemia. GTP-CH r :forma

recessiva, d: forma dominant de deficiencia de GTP-CH.
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2.4. Neopterina, com a marcador d’inflamacié i infeccio dels sistema nervids central.

No obstant la utilitat de les pterines en el diagnostic dels ECM dels NT i
pterines, la NP també pot tenir un gran valor relacionat en el estudi de trastorns del
sistema immunitari cel-lular. S’ha evidenciat que 'activitat de I'enzim PTPS en humans
i en teixits mamifers, és molt més baixa comparada amb d’altres espécies animals, sent
en els macrofags i monocits les cél-lules que tenen menys activitat  (Werner et al.
1990). A més a més, s’ha demostrat que l'interferd -y estimula directament I’expressio
de GTP -CH sense suposar un augment de |’activitat PTPS. L’explicacié bioquimica
d’aquesta baixa activitat de la PTPS en macrofags encara no ha estat definida, pero ha
estat demostrat que qualsevol activacié de la GTP -CH e n macrofags humans esta
associada a elevacions de NP (Hoffman n etal. 2003°). Tot aixd implica que davant
d’una situacié d'immunoreactivitat (elevacions d’interferé y), conduida pels limfocits T
helper, s’observi una gran alliberacié de citocines, i per tant un augment dels nivells de
NP en els fluids cel-lulars (Dale et al. 2009, Hoffman et al. 2003%). Per tant, la NP és un
indicador sensible en aq uells processos immun o-inflamatoris, on la seva determinacié
en fluids biologics pot ser de gran utilitat.

Actualment, hi ha pocs estudis que mostrin valors de referencia de NP en LCR, i
els pocs que hi ha estan orientats a detectar ECM relacionats amb la BH 4 (Millner et al.
1998, Hyland et al. 2003, Ormazabal et al. 2005), havent-hi un buit cientific en el valor
quantitatiude la NP ensituacions immun o-inflamatories en I'edat pediatrica. L a
literatura relacionada menciona diferents malalties neuropediatriques que cursen amb

elevacions de la NP en LCR: meningitis bacteriana (Kawakami et al. 1996), encefalitis
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virica (Blau et al. 2003%), convulsions febrils (Millner et al. 1998), sindrome de Aicardi-
Goutieres (AGS) (Blau et al. 2003°) i encefalopaties epiléptiques (Duarte et al. 2008).

Dins del grup de trastorn neurologics en la pediatria hi ha un gran percentat ge
de pacients que acaba tenint un diagnostic sindromic sense una etiologia no filiada, on
alguns d’aquests presenten elevacions de NP en LCR, evidenciant que podria existir un
procés immuno-inflamatori que justifiqués la simptomatologia neurologica.

3. Cofactors de la la via dopaminérgica (I1): Vitamina Bg

3.1. Principals funcions de la vitamina Bs

La vitamina B¢ és una vitamina hidrosoluble de les complex B essencial pel cos
huma i que necessita ser ingerida per la dieta per tal de tenir uns nivells opti ms.
Existeixen fins a sis formes diferents de la vitamina B ¢, sent el piridoxal fosfat ( PLP) la
forma activa. El PLP és cofactor de més de 100 reaccions a |'organisme, sent d’especial
interés les reaccions que ocorren al SNC relacionades amb el metabolisme dels
aminoacids i NT (Van der Ham et al. 2012), com la dopamina, serotonina, glicina, D -
serina, glutamat, gamma -aminobutirat i histamina . Per exemple en el metabolisme
dels neurotransmissors dopamina i serotonina, ’AADC depeén directament del PLP.
Quan ex isteix una deficiencia primaria de PLP ( per un déficit enzimatic del seu
metabolisme) s’observa un augment de la 3-OMD i una disminucié de 'HVA i 5HIAA en
LCR.

Altres rols que s’han descrit de la vitamina B ¢ estan relacionats en la regulacio
de la funcié immunologica CD4 (Namazy et al. 2003) i activitat antioxidant, atribuint-li

una capacitat comparable a les vitamines C i E (Clayton 2006).
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3.2. Metabolisme i biomarcadors de la vitamina Bg

Les formes aportades per la dieta son les formes fosfat de la vitamina B g
(piridoxal fosfat , piridoxamina fosfat i pirdoxina glucosid ) que, préviament a ser
absorbides per I'enterocit, han de ser defosfatades per les fosfatases intestinals (FI)
localitzades a la vora en raspall dels enterdcits. A nivell intracel-lular, les tres formes de
vitamina B ¢ (piridoxal (PL), p iridoxamina i piridoxina ) seran re -fosforilades per una
quinasa i transformades a la forma activa PLP, per I'enzim piridoxamina fosfat oxidasa
(PNPO; EC 1.4.3.5 ). EI PLP viatjara per la sang unit a I'albd  mina i entrara a dins les
cél-lules que necessitin de vitamina Bg, prévia hidrolitzacio del PLP a PL per la fosfatasa
alcalina tissular (EC 3.1.3.1) . A nivell cerebral el PL per ell mateix pot travessar la
membrana hematoencefalica. Una vegada dins del SNC sera fosforilat per poder actuar

com a cofactor. Figura 8.

Dieta Piridoxal-fosfat Piridoxamina-fosfat Piridoxina-glucosid
JI Fosfatases intestinals (Fl) Fl lGlucosidasa
\
Absorcio Piridoxal Piridoxamina Piridoxina
intestinal
Piridoxal quinasa (PK) PK PK
N
Metabolisme Piridoxal-fosfat Piridoxamina-fosfat Piridoxina-fosfat
hepatic
PNPO PNPO
W Piridoxamina fosfat
oxidasa
Sang Piridoxal-fosfat
Fosfatasa alcalina
Membrana cel-lular Piridoxal
Interior cel-lular Piridoxal-fosfat

Figura 8. Absorcié i metabolisme de la vitamina B;. Imatge modificada de Clayton 2006

Una disminucidé de PLP a nivell cerebral pot tenir conseqliéncies greus causant

alteracions neurologiques, sen t la epilépsia la més rellevant i causada pe r diferents
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mecanismes, principalment per la disfuncié G ABAérgica, dependent de PLP (Wang et
al. 2005)

Hi ha diferents situacions en I'organisme on el requeriment de vitaminaB ¢ es
troba augmentat. Aquestes situa cions sén (Clayton 2006): ECM propis del vitamina B g,
(deficit PNPO i hipofosfatasia), malalties genéetiques segrestadoresde PLP (com|a
hiperprolinémia tipus 2 i I'epilépsia piridoxina dependent (EPD), farmacs que afecten al
metabolisme de la vitamina B ¢ (ex: vigabatrina que inhibeix el gen PNPO i teofil-lina
que inhibeix la fosfatasa quinasa ), farmacs que s’ uneixen a la molécula de PLP,
inhibint-lo (ex: isoniazida o penicil -lamina), metabolopaties que afecten els enzims
dependents de PLP (com ’AADC o la GABA transaminasa) i altres situacions , com la
malaltia celiaca i dialisi renal.
3.3. Piridoxal fosfat, com a marcador de malalties genétiques de la vitamina Bg

Dins d’aquest grup tenim els ECM propis de la vitamina B on existeix un déficit
en els enzims que intervenen en la interconversié del PLP: la hipofosfatasia i deficit de
PNPO. D’altra banda, també hi  englobem aquelles entitats que segresten el PLP,
provocant deficit d’aquest en LCR i altres matrius biologiques. Sén el d eficit
d’antiquitina i la hiperprolinémia tipus 2.
3.3.1. ECM propis de la vitamina Bg

- Hipofosfatasia

Aquest trastorn ha estat descrit per serun  ECM relacionat amb un déficit de
I'activitat enzimatica de la fosfatasa alcalina tissular causada per mutacions al gen ALPL
(MIM*171760, Clayton 2006). El perfil bioquimic d’aquests pacients presenten nivells

elevats de PLP i disminuits de PL en plasma, la qual cosa indica un bloqueig en la
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defosforilacié del PLP a PL( Figura 8 ), provocant un disminucié de I’accés de PL al
cervell (i altres tei xits) (Igbal etal. 1998). Els pocs pacients reportats presenten
clinicament convulsions que responen favorablement al tractament amb PL.
- Déficit de PNPO
Aquest trastorn d’heréncia autosdmica recessiva és provocat per mutacions al
gen PNPO (MIM*603287). T ot i que presenta un perfil clinic molt similar a | deficit
d’antiquitina, aquesta malaltia és més severa, sent el debut neonatal amb convulsions
refractaries als anticonvu Isivants habituals i resistent al tractament amb piridoxina les
caracteristigues més comunes. Aquests pacients responen al tractament de PLP, fent -
se totalment necessaria la seva immediata administracio per evitar consequéencies
fatals (Pearl et al. 2013). No obstant aix0, recentment s’ha descrit un cas atipic amb un
fenotip lleuger (Baumgart et al. 2013).
El marcadors bioquimics d’aquesta entitat sén, en LCR:
- 3-OMD, J/5HIAA i  HVA per bloqueig de ’AADC (Clayton 2006).
- “MTreonina, per bloqueig de la treonina dehidratasa (Clayton 2006).
- “Glicina, per bloqueig de complex enzimatic de degrada cio de la glicina
(Clayton 2006).
3.3.2. Malalties segrestadores de PLP.
- Déficit d’antiquitina
Aquest déficit també és conegut com a epilépsia piridoxina dependent i és
I’ECM de la vitamina Bg més freqiient. Es una malaltia d’heréncia autosdomica recessiva
ilesm utacions es trobenal gen ALDH7A1 (MIM*107323), conegut com el gen

antiquitina. Aguest enzim actua en el metabolisme de lalisinaie |seu déficit cursa,
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biogquimicament, amb camul d’acid pipecolic, a-semialdehid aminoadipic ( a-AASA) i
piperidina 6’-carboxilat (P6C) en plasma, orina i LCR ( Mills et al. 2010, Clyton 2006). La
explicacio bioquimica del déficit de vitamina B¢ és que la P6C reacciona amb el PLP per
una reaccié de Knoevenagel (Plecko et al. 2007), formant un adducte “segrestador” de
PLP, i per tant, provocant una deficiencia funcional de PLP al SNC (Plecko et al. 2007,
Clayton 2006, Pearl et al. 2013) (Figura 9.a). La forma més comuna de debut d’aquests
pacients sdn convulsions d’origen desconegut, refractaries als anticonvulsivants, abans
dels tres anys d’edat i que responen extraordinariament bé al tractament amb
piridoxina, sent I'espectacular cessié de les convulsions un dels diagnostics clinics més
valuosos (Clayton 2006). No obstant aix0, també s’han descrit formes atipiques de EPD
de debut més tarda (Milh et al. 2012, Pérez et al. 2013). Reconeixer aquesta ultima
entitat es fa veritablement dificil on la principal eina d’ajut per identificar els pacients
recau en I'analisi dels metabol its de lavitaminaB ¢ en plasm a, orinao LCR . Els
principals marcadors bioquimics sén el camul d’ acid pipecolic i a-AASA en LCR (també
en plasmaiorina), sent I’ a-AASA encara present una vegada iniciat el tractament amb
piridoxina (Pérez et al. 2013). El perfil de neurotransmissors pot (o0 no) veure’s alterat
observant-se un cimul 3 -OMD i una disminucié de 5HIAA i HVA en LCR. No obstant
aixo, el fet que aquest perfil cromatografic sigui similar a altres deficiéncies dels
neurotransmissors (deficit AADC i déficit de PNPO) , obliga la necessitat de determinar
I’acid pipecolic i a-AASA. Recentment s’ha identificat un p ic anomenat X (d’estructura
guimica desconeguda) en el cromatograma de NT de pacients amb déficit de PDE
ajudant a fer el diagnostic bioquimic d’aquesta entitat (Pérez etal. 2013). Hiha

reportats diferents treballs on demostren la existéncia d’aquest pic X en els LCR dels
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pacients diagnosticats amb PDE  , demostrant que é s un marcador  patognomic
d’aquesta malaltia (Hyland et al. 2002°, Stockler et al. 2011). A més a més, aquests
estudis han demostrat que aquest pic és quimicament diferent a I’ a-AASA i a I'adducte
entre el PLP i el P6C( Stockler et al. 2011). El diagnostic definitiu es basa en I’analisi
molecular del gen de I'antiquitina (Mills et al. 2010).

- Hiperprolinémia tipus 2

En aquest ECM existeix una errada en el gen que codifica per I'acid L -1-
pirrolina-5 carboxilic deshidrogenasa (MIM*606811). Aquest error provoca el cimul de
P5C (acid pirrolina -5-carboxilic) que reacciona (per una condensacié de Knoevenagel)
amb el PLP,

provocant un co nsum del mateix (Farrant  etal. 2001) (Figura 9.b).

Clinicament els pacients presenten convulsions, habitualment  precipitades per una
infeccid. Des del punt de vista bioquimic, els pacients presenten elevacions de prolina i

P5C en plasma i grans excrecions de prolina, hidroxiprolina i glicina en orina ( Walker et

al. 2000) juntament amb nivells disminuits de PLP en plasma.

9.a Lisina 9.b

v

Acid Pipecolic Prolina
Prolina
Amd pipecalic dehldratasa
omdasa
g PLP 1 PLP

a-aminoadipic- €<—> A'-P6C Glutamat-y-(—)\ A-P5C
semialdehid Condensacié semialdehid Condensacio
(a-AASA) AL-PEC- Knoevenagel AL-PSC- noevenagel

dehidratasa Complex dehidratasa Complex

a-aminoadipat

Glutamat

Figura 9. Mecanisme de deficiencia de PLP en

la deficiencia d’antiquitina (Figura 9.a)ienla

hiperprolinémia tipus 2 (Figura 9.b). La deficiéncia dels enzims implicats (A'-P6C-dehidratasa i

A'-P5C-dehidratasa ) comporta un ciimul de P6 C i P5C respectivament, que per una reaccié de

I”

Knoevenagel, “segresta” el PLP provocant la deficiéncia del mateix. (Clayton 2006, Mills et al.

2010, Walker et al. 2000).
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3.4. Piridoxal fosfat i epilépsia farmaco-resistent

Totes les malalties monogeniques comentades anteriorment causen una
deficiéncia de vitamina B g, per diferents mecanismes d’accié. Tanmateix, existeixen
altres patologies (algunes d’origen desconegut) que cursen amb epilépsia, sovint
refractaria als anticonvulsivants habituals,i amb nivells disminuits de PLP en LCR.
Aquests pacients, se’ls hi és administrat rap idament piridoxina i/o PLP ja que diversos
estudis demostren I'efectivitat per parar les convulsions i millorar la capacitat cognitiva
(Foottit et al. 2013, Goyal et al. 2013). La negativitat dels estudis moleculars dels gens
PNPO i antiquitina amplia I'espectre de malalties relacionades amb el metabolisme de
la vitamina B ¢, despertant 'interés en I'estudi d’aquests pacients, desd  ’un punt de

vista radiologic, clinic i bioquimic. De cara a aquesta ultima vessant, I’ estudi d’altres

magnituds bioquimiques en LCR (aminoacids, neurotransmissors i GABA) es fa
necessaria per avaluar les diferents rutes per les quals és particip la vitamin aBs.
L’analisi sistematic de totes aquest  es variables previsiblement obrira noves vi es

d’investigacio sobre | ‘efecte del tractament amb PLP  en el control de I'epil épsia en

pacients neuropediatrics.
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JUSTIFICACIO DE LA UNITAT TEMATICA | HIPOTESI

1- Justificacio de la unitat tematica

2- Hipotesi
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1. Justificacié de la unitat tematica

A I'any 2000 es va estandarditzar al nostre laboratori el protocol d’analisis de
neurotransmissors en LCR pel diagnostic de pacients pediatrics amb afectacio neurologica. Al
llarg d’aquests anys s’han analitzat mostres de LCR procedents del nostre hospital, paisos de
I’area mediterrania, india i Argentina. El proposit d’aquesta tesi és avaluar la via del
metabolisme de la dopamina, com a catecolamina prototip de neurotransmiss  or del SNC,
estudiant els seus principals metabolits i cofactors. Aquesta tesi parteix d’'una base
bioquimica pero que s’ha desenvolupat a través d’un treball multidisciplinar format per
diferents professionals del camp de les neurociéncies, incloent -hi cl inics, genetistes,
neurolegs i radiolegs.

Hem volgut centrar el primer estudi avaluant la utilitat bioquimica del metabolit
principal i més estable de la via dopaminergica, I'acid homovanil-lic. El seu Us com a
biomarcador en els errors congeénits de la vi a dopaminérgica ja ha estat palés en els ultims
anys, i és per aquesta rad que hem volgut fer un estudi de totes les mostres de LCR
analitzades al hospital Sant Joan de Déu (HSJD) en els ultims 13 anys. Aquest estudi ens ha
permes definir no només el comput total de malalties genetiques de la via dopaminérgica als
nostres pacients, sind també ampliar el coneixement bioquimic, clinic i radiologic d’aquelles
entitats secundaries que cursen amb alteracions dels nivells d’acid homovanil-lic.

Seguint en I'avaluacié del metabolisme de la dopamina, cal remarcar el valués paper
que tenen els cofactors (tetrahidrobiopterina i vitamina B 6) que participen en el
metabolisme dopaminergic (veure introduccié, Figura 3 ). Les alteracions quantitatives

d’aquests cofactors ta mbé poden provocar deficiéncies en la via dopaminérgica i, per tant,
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també tenen un important valor a la hora d’estudiar aquests pacients. D’altra banda,
recentment s’ha demostrat el paper que té la neopterina (metabolit de la
tetrahidrobiopterina) com a marcador bioquimic en LCR en el diagnostic de processos
immuno-inflamatoris del SNC. El nostre proposit en aquest aspecte és estudiar les pterines
com a eina d’ajut en pacients neurologics que no tenen un diagnostic confirmat pero que
presenten alteracions en el valor de neopterina i biopterina en LCR. Respecte al cofactor que
regula I’altim pas de la sintesi dopaminérgica, el piridoxal fosfat (la forma activa de la
vitamina B ¢), les seves deficiéncies poden provocar trastorns marcats de la sintesis de
dopamina, perd també d’altres metabolits, com aminoacids o GABA. Clinicament, aquests
pacients presenten greus alteracions neurologiques sent I'epilépsia refractaria als
anticonvulsivants habituals, la simptomatologia més freqlient. De les mostres analitzades
durant aquests anys hi ha pacients que present en deficiencies de piridoxal fosfat els quals
han respos favorablement a suplements de vitamina Be.

Per tant, la unitat tematica d’aquest treball es basa en avaluar quina utilitat tenen

cadascun d’aquests marcadors bioquimics, per I’estudi de malalts neuropediatrics greus.
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2. Hipotesi

Dins I'espectre de malalties neurologiques en la infancia existeix un elevat tant per
cent de casos on no s’arriba a un diagnostic definitiu. Aquestes malalties sén greus i
invalidants ja que no disposen d’un tractament adequat a causa de la falta del coneixement
etiologic del procés de base. Sovint aquestes malalties neurologiques cursen amb alteracions
en els neurotransmissors, sent de gran interés el paper que representa la dopam ina. La
biosintesis de dopamina consisteix en dues reacciones metaboliques controlades per
diferents enzims i cofactors. D’aquests Ultims, les pterines i el piridoxal fosfat tenen una gran
importancia, no tant sols en la sintesis de dopamina siné també en relacié a altres funcions
del metabolisme del SNC. D’altra banda, I’'HVA és el biomarcador principal de I'estat
dopamineérgic a nivell central.

Per tant, tenint en compte les caracteristiques de I’'HVA, creiem que I'estudi i
I’avaluacié d’aquest biomarcador permetra identificar pacients amb patologia neurologica i
disfuncié dopamineérgica, ja sigui de caracter genetic primari o secundari a altres malalties,
incrementant aixi el nombre de malalties associades a trastorns del metabolisme de la
dopamina. Tanmatei x, I'analisi sistematic dels cofactors, pterines i piridoxal fosfat, ens
permetra estudiar la seva utilitat com a biomarcadors en malalties neurologiques en I'ambit
pediatric, i la seva relacid no només amb la disfuncié dopamineérgica, sind també amb altres

trastorns del SNC, com ara les malalties inflamatories i I’epilépsia.
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OBJECTIUS

1- Objectiu principal

2- Objectius concrets
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1. Obijectiu principal

L’objectiu principal d’aquesta tesi doctoral ha estat estudiar la utilitat de tres

biomarcadors rela cionats amb el metabolisme de la dopamina (HVA, pterines i piridoxal

fosfat) com a eines pel diagnostic i la investigacié de malalties neurologiques en la infancia.

2. Objectius concrets

A. Analitzar les concentracions d’acid homovanil-lic en LCR en pacients p ediatrics amb

B.

malalties neurologiques com a eina bioquimica per la identificacié d’alteracions
dopaminergiques. Avaluar la seva utilitat como biomarcador en un ampli ventall de
malalties neurologiques.

Analitzar les concentracions de pterines (neopterina i biopterina) en LCR en pacients
pediatrics amb malalties neurologiques per la identificacid de trastorns primaris i
secundaris d’aquests coenzims. Avaluar la utilitat de la neopterina com a biomarcador
en processos immuno-inflamatoris.

Analitzar les conc entracions de piridoxal fosfat en LCR en pacients neuropediatrics
sense diagnostic etiologic per la identificacio de trastorns primaris i secundaris: avaluar
la resposta a la suplementacié amb pixidoxal  -fosfat en un grup de pacients amb

encefalopaties epileptiques greus.
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PACIENTS, MATERIAL | METODES

1. Pacients
1.1. Poblacio d’ estudi per I'analisi de I’ acid homovanil-lic en LCR.
1.2. Poblacié d’ estudi per I'analisi de la neopterina com a marcador d’infeccié i/o
inflamacio en LCR.
1.3. Poblacid de pacients amb deficie  ncia de vitamina B s en LCR i encefalopatia
epiléeptica.
1.4. Aspectes étics
2. Meétodes analitics
2.1. Obtencio de la mostra. Criteris d’exclusio
2.2. Analisis automatitzades en LCR (glucosa, proteines, hematies i leucocits).
2.3. Analisis de neurotransmissors (acid homovanil-lic) en LCR .
2.4. Andlisis de pterines (neopterina i biopterina) en LCR.
2.5. Analisis de piridoxal fosfat en LCR.
2.6. Altres procediments pel diagnostic diferencial.
2.6.1. Analisis d’aminoacids, GABA i 5-metiltetrahidrofolat en LCR
2.7. Estudis moleculars dels enzims implicats en la via de la dopamina
3. Metodes clinics
3.1. Avaluacio clinica dels pacients
4. Metodes estadistics
4.1. Validacio dels procediments analitics i valors referéncia

4.2. Analisi estadistic
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1. Pacients
1.1. Poblacié d’ estudi per I'analisi de I’acid homovanil-lic en LCR

Poblacio control

La poblacié pediatrica control va estar constituida per 127 individus (64 nenes i 63
nens) d’edats compreses entre 11 dies i 16 anys (mitjana 3 ,8 anys). Tots ells van ser
sotmesos a una puncid lumbar d’urgéncia per sospita d’infeccié de mening itis bacteriana o
virica, i que posteriorment aquestes entitats van ser descartades. Aquestes valors es recullen
en un treball publicat previament pel nostre grup (Ormazabal et al. 2005).

Criteris d’exclusio:
- Sospita clinica o bioquimica d’errors congenits del metabolisme dels NT.
- Tractaments neurofarmacologics en el moment d’estudi (antiepiléptics, neuroléptics,
antidepressius...).
- Preséncia d’algun trastorn neurologic (morfologic i/o funcional).
- Confirmacié del diagnostic de meningitis bacteriana o virica.
- Mostres recollides fora de protocol (puncions traumatiques, sense proteccio de la
temperaturaila llum).
Pacients

Es van seleccionar 1386 mostres de LCR de la nostra base de dades, la major part de
les quals sén de pacients amb malalties neurologiques sense un diagnostic etiologic establert
en el moment de la puncié (mitjana d’edat de 3 anys i 10 mesos, rang d’1 dia a 16 anys)
Totes les mostres van ser analitzades al laboratori de I’ HSJD procedents d’aquest hospital,
aixi com d’altres hospitals de I'area mediterrania i altres paisos.

65



Biomarcadors del metabolisme de la dopamina en aleracions neurdogiques en la infancia Pacients, matieral i métodes

Criteris d’exclusid:

- Mostres recollides fora de protocol (puncions traumatiques, sense proteccié de la
temperaturaila llum).
La historia clinica dels pacients procedents de I’"HSID va ser revisada exhaustiv ament per tal
de determinar el diagnostic etiologic (en cas que existis), la preséncia d’alteracions en
I’electroencefalograma (EEG), epilépsia, preséncia de microcefalia o macrocefalia, I'estudi de
la neuroimatge mitjangant ressonancia magnetica (RM) il a seva relacié amb els valors de
I’'HVA en LCR.
Els pacients van ser distribuits en 9 grups diferents segons diagnostic etiologic o clinic: 1)
deficiencia primaria en el metabolisme de la dopamina; 2) errors congeénits del metabolisme
(excloent les malalties mitocondrials); 3) malalties mitocondrials; 4) processos infecciosos i/o
inflamatoris i/o tumors; 5) processos isquémics i hemorragics; 6) malalties genétiques i/o
pacients amb caracteristiques dismorfiques; 7) encefalopaties epiléptiques i epilépsia; 8)
trastorns motors i 9) miscel-lania (alteracions psicologiques com déficits atencio, autisme,
psicosi...). Tots els pacients van ser estudiats detalladament per un neuroleg pediatric.

1.2. Poblacié d’estudi per I’analisi de la neopterina com a marcador d’infecci 6 i/o

inflamacié en LCR
Poblacio control
Les mostres utilitzades per establir els valors de referéncia de la neopterina i

biopterina van ser les mateixes que per establir els valors de referéncia dels

neurotransmissors (Ormazdabal et al. 2005).
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Poblacio d’estudi per I'establiment del punt de tall de neopterina en LCR en pacients amb
infeccio bacteriana o virica

Per la determinacié del nou llindar es van estudiar dos grups de pacients. El grup 1 va
comprendre 68 pacients (45 nens, 23 nenes, mitjana d’edat : 6,5 anys, desviacio estandard
(DS): 5,0, rang d’ edat: 1 mes -19 anys) amb meningoencefalitis virica (h=54) o bacteriana
(n=14). El diagnostic microbiologic es va realitzar per reaccié en cadena de la polimerasa
(PCR) i cultius bacteriologics al departament de microbiologia del nostre laboratori.
Bioquimicament tots els pacients del grup 1 van obtenir  >5 limfocits/mm >. També es va
analitzar la glucosa i les proteines en LCR de cada pacient. Es van excloure aquelles mostres
amb limfocits elevats atribuibles a la contaminacid per sang una vegada aplicada la férmula
correctora (Ghanem et al. 2008). El grup 2 vaincloure 52 nens (40 nens, 12 nenes, edat
mitjana: 8 meses, DS:12 meso s, rang d’edat: 1 mes -6 a nys) amb infeccié periférica viral
(n=15) o bacteriana (n=37) confirmada per estudis microbiologics i sense evidéencia d’infeccio
al sistema nervios central.
Pacients pediatrics amb afectacié neurologica

Es van analitzar fins a un total de 606 mostres de LCR de pacients procedents del
HSJD durant el periode compr és de gener 2001 -gener 2013. Els criteris d’exclusié aplicats
van ser el mateixos descrits en I'apartat anterior posant especial €mfasi a la proteccid de la
llum de les mostres, atés que las pterines so n fotosensibles. L’edat mitjana d’ aquesta
poblacié d’estudi va ser de 4 ,5 anys, DS 4,7 anys, rang d’edat 0,16-18 anys i distribucid de

sexe masculi del 52,6%. Els 606 pacients van ser classificats en tres grups clinics diferents:
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A) Pacients amb malalties genetiques confirmades (n=160), incloent ECM de molecules
complexes, malalties mitocondrials i altres malalties neurologiques. B) Pacients amb
desordres neurologics adquirits i d’etiologia desconeguda (n=423), incloent processos
hemorragics i isquemics, desordres neurologics amb alteracions motores, retard mental amb
altres signes neurologics i condicions psiquiatriques , leucodistrofie s i malformacions,
epiléepsia i encefalopaties epiléptiques. C) Pacients amb malalties inflamatories o
immunologiques, incloent sindrome de Aicardi -Goutieres, encefalomielitis d isseminada,
Sindrome de Guillain Barré, encefalitis p  er anticoss os anti receptor NMDA (N -methyl D -
aspartate), sindrome Cronica Infantil Neurologica, Cutania i Articular (CINCA), histiocitosis,
sindrome de Miasténia Gravis i parasitosis cerebral.

1.3. Poblacié de pacients amb deficiéncia de vitaminaB ¢ enLCRi encefalopatia

epiléeptica
Poblacio control
La poblacié pediatrica control va estar constituida per 82 individus (43 nens i 39
nenes) d’edats compreses entre 1 dia i 18 anys (mitjana 4,0 anys). Tots ells van ser sotmesos
a una puncid lumbar d’urgéncia per sospita d’infeccié de meningitis bacteriana o virica, i que
posteriorment van ser descartades. Aquesta valors es recullen en un treball publicat
previament pel nostre grup (Ormazabal et al. 2008).
Criteris d’exclusio:

- Sospita clinica o bioquimica d’errors congenits del metabolisme dels NT.
- Tractaments neurofarmacologics en el moment d’estudi (antiepiléptics, neuroléptics,
antidepressius...) o dietes especials.
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- Preséncia d’algun trastorn neurologic (morfologic i/o funcional).
- Confirmacié del diagnostic de meningitis bacteriana o virica.
- Mostres recollides fora de protocol (puncions traumatiques, sense proteccio de la
temperaturaila llum).
Poblacio d’estudi

Del total de mostres de LCR  analitzades (n=147, edats compreses entre 1 dia i 19
anys, mitjana d’edat de 2,4 anys) es van seleccionar 10 pacients per la suplementacié amb
PLP en base a uns criteris bioquimics de deficiéncia (o just per sobre el limit inferior del valor
de referencia) de la vitamina Bg. Dels deu pacients, cinc van presentar una deficiéncia de PLP
en LCR i cinc pacients van tenir els nivells de PLP en el rang inferior dels valors de referéncia
pel seu grup d’edat (Ormazabal et al. 2008).

1.4. Aspectes étics

L’estudi dels pacients i controls es va realitzar d’acord amb |a Declaraci é de Helsinki
de 1975, revisada I’any 2000 per la associacié medica mundial. L’estudi va ser aprovat pel
Comite Etic local i es van obtenir els consentiments informats de tots els pacients, o dels
seus tutors o pares.

2. Meétodes analitics

2.1. Obtencid de la mostra. Criteris d’exclusié
La obtencid de les mostres es va realitzar de manera rigorosa segons un protocol
estandarditzat (Ormazabal et al. 2005) ja que existeixen multiples factors que influeixen en

la concentracio dels NT en LCR i que, per tant, han de ser controlades.
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La puncid lumbar s’ha de fer de 7h a 9h del mati després de 8 a 10 hores de deju del pacient.
En pediatria s’estableix un deju fisiologic que és el temps en queé un nen pot estar sense
menjar, sent de 3 a4 hores en nounats, de 5 a 7 hores en lactants i de 8 hores en nens més
grans. Si el pacient rep alguna medicacié se li administrara després de la puncié.

S’extrau simultaniament L CR isang (aquesta uns 30" minuts abans per evitar la
hiperglucémia post -puncid). L'examen bioquimic en sang consisteix en determinar
I’'hemograma, glucosa, lactat, piruvat, aminoacids, creatinina, prolactina, folat i vitamina B 1,.
En LCR existeix un gradient rostrocaudal (la concentracié d’alguns metabolits augmenta a
mesura que es recullen les fraccions de liquid), per tant és important seguir un ordre a I’hora
de recollir la mostra en els diferents tubs per tal que els resultats siguin comparables:

Primer tub (5 gotes) — histoquimica (proteines, glucosa, hematies, leucocits i lactat).

Segon tub (10 gotes) —> amines biogenes (I’"HVA i '5HIAA representen
respectivament els metabolisme de la dopamina i serotonina).

Tercer tub (10 gotes) — pterines, piridoxal fosfat i 5-metiltetrahidrofolat (5-MTHF)
(tub recobert en paper de I'alumini ja que les pterines s’oxiden rapidament).

Quart tub (10 gotes) — aminoacids.

Cingue tub (5 gotes) — GABA.

Un cop obtinguda la mostra, els tubs s’introdueixen en gel i sén immediatament traslladats
al laboratori per ser emmagatzemats a —802C fins el moment de processar -los. Les mostres
de LCR que estiguin contaminades de sang per puncid traumatica, es centrifuguenies
separa el sobrenedant abans de congelar -les. Ja que les mostres de LCR es consideren

mostres de dificil obtencio i de gran valor di  agnostic, les puncions hematiques s’aprofiten
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per aquesta finalitat i només es demana nova mostra si els resultats no es poden interpretar.
De tota manera, per aquesta tesi, s’han descartat totes les puncions hematiques o no
recollides segons el protocol.
2.2.  Analisis automatitzades en LCR (glucosa, proteines, hematies, leucocits i lactat)

La determinacié de glucosa, proteinatotal ilactatenLC R esva realitzar per
I’analitzador automatic Architect c8000 system (Abbott Laboratories, IL, USA). El comptatge
d’hematies i leucocits es va fer utilitzant I'autoanalitzador ADVIA 2120 (Bayer HealthCare.
Diagnostics Division).

2.3. Analisis de neurotransmissors (acid homovanil-lic) en LCR

La determinacié d’amines biogenes al laboratori del HSID consisteix en la deteccid i
quantificacié dels metabolits de la serotonina (5-hidroxitriptofan i acid 5-hidroxiindolacetic) i
de la dopamina (3 -ortometildopa, 3 -metoxi-4hidrofenilglicol i acid homovanil-lic) en LCR.
(Figura 5, marcats en vermell). En aquest treball es va realitzar mitjancant cromatografia
liquida d’alta pressié (HPLC) amb par ell idonic i deteccid electroquimica, segons un protocol
previament descrit (Ormazabal et al. 2005) (Figura 6). Ja que I'objectiu d”estudi d’aquest
treball va ser I'avaluacié de I’'HVA en LCR, no més s’especifiquen les caracteristiques i
concentracions del calibrador d’"HVA.
Reactius
- Acetat sodic (Sigma S7670, St Louis, MO, EUA).
- Acid citric (Sigma C0759, St Louis, MO, EUA).
- EDTA (Sigma ED2P, St Louis, MO, EUA).
- 1-heptanosulfonat de sodi (Sigma H8901, St Louis, MO, EUA).
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- Metanol absolut per HPLC (Merck, 1.06018.2500, Darmstadt, Alemanya).
Calibrador
- Acid homovanil-lic (HVA) (Sigma H-1252, St Louis, MO, EUA).
Condicions cromatografiques
- HPLC (Waters, MA, USA) amb deteccié electroquimica (coulochem I, ESA, Chelmsford, MA,
USA).
- Columna: Nucleosil 100 C18 5 um 25x0,4 (Teknokroma, Barcelona, Espanya).
- Precolumna: ODS 20 x 0.4mm (Teknokroma).
- Fase mobil: Tampé citrat/acetat sodic 0,1 mmol/L, pH 4, metanol 10%, EDTA-Na 1,2
mmol/L i 1-hepta sulfonic 1,2 mmol/L.
- Flux 1,1 ml/min.
- 30 pL de volum d’injeccié de mostra i patro de calibratge.
- Cel-lula analitica (model 5021) = +400mV; sensibilitat = 200nA.
Recollida de les mostres
Seguint el protocol anteriorment citat, la mostra de LCR es recull en un tub de plastic
transparent sense cap excipient. Posteriorment, s’introdueix rapidament en gel fins el seu
trasllat al laboratori on es congela a -802C fins al moment de I'analisi.
Preparacio del patré de calibratge de 'HVA
Preparacio de la solucio del calibrador d’HVA a partir de la substancia pura diluint -lo
amb fase mobil:

HVA > 16.5 mg/ 25 mL de fase mobil - 3.62 mmol/L.
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Preparacié de la solucié de treball a partir de I’anterior fent una dilucié 1/10000 per obtenir
una concentracio final de 362 nmol/L.
El processament posterior és igual al de les mostres.
Procediment analitic

Dilucid (1:2) de les mostres de LCR i patré de calibratge en fase mobil. Centrifugar (10
minuts a 1500 x g a 42C) i filtrar el sobrenedant (Filtres 0,22 um, Millipore, Bedford, MA,
USA) directament en el vial de I'HPLC.
Calcul de resultats

Els resultats es calculen mitjancant calibratge extern amb el programa d’adquisicié de
dades cromatografiques Breeze 3.3 GP software (Waters). Els resultats s'expressen en

nmol/L.

= MHPG |

— | 2- O MDD |

Figura 6. Cromatograma de patrd de calibratge dels neurotransmissors.

2.4. Analisi de pterines (neopterina i biopterina) en LCR
La determinacié de pterines (neopterina i biopterina) es va realitzar per un

procediment de HPLC amb detecciod de fluorescencia basat en un métode préviament descrit
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(Ormazabal et al. 2005). El métode es basa en la oxidacio de les pterines reduides a través
del dioxid de manganes.
Reactius
- Dioxid de manganés (Merck 1.05957.1000, Darmstadt, Alemanya).
- Fosfat potassic (Sigma P-5379).
- Metanol absolut per HPLC (ROMIL, H410).
- Acid clorhidric (Merck, 1.00317.1000, Darmstadt, Alemanya).
Calibradors
Neopterina (NP) (Schircks Laboratorios 11.325, Jona, Switzerland).
Biopterina (BP) (Schircks Laboratorios 11.203, Jona, Switzerland).
Condicions cromatogrdfiques
- HPLC amb deteccié de fluorescéncia (Waters, MA, USA) .
- Columna: Nucleosil 100 C18 5um 25 x 0,4 mm (Teknokroma, Barcelona, Espanya).
- Precolumna: ODS 20 x 0.4 mm (Teknokroma).
- Fase mobil: Fosfat potassic 1 umol/L + 5% metanol.
- Flux 1 ml/min.
- 20 pL de volum d’injeccié de mostra i patro de calibratge.
- Detecci6 de fluorescencia: Excitacié = 350 nm, emissié = 450 nm.
Recollida de les mostres
Seguint el protocol anteriorment citat, la mostra de LCR es recull en un tub de plastic
transparent sense cap excipient. Posteriorment, s’introdueix rapidament en gel fins el seu
trasllat al laboratori on es congela a -802C fins al moment de I'analisi.
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Preparacio del patré de calibratge de la NP

Preparacio de la solucié dels calibr ador de NP (i de BP) a partir del reactiu de la casa

comercial diluint-lo amb HCI 0,1 mol/L:

NP = 3,8 mg/ 10 mL d’HCL 0,1 mol/L - 1,5 mmol/L.

BP - 4,9 mg/ 10 mL d’HCL 0,1 mol/L = 2,07 mmol/L.

Preparacio de la solucié de treball a partir de I'anterior fent una dilucié 1/40000 amb HCL 0,1
mol/L fins a aconseguir una concentracié similar a la trobada en el LCR (NP = 51,7 nmol/L; BP
= 37,5 nmol/L).

El processament posterior és igual al de les mostres.

Procediment analitic

Les mostres de LCR han d’estar prote gides de la llum durant tot el procés de
manipulacid. El tractament és el mateix en mostres i patrons:

Afegir en un tub eppendorf ultrafree (Millipore, Bedford, MA, USA) 200 uL LCR + 20
uL HCL1 mol/L+1 mgMnO  ,. Agitar esporadicament durant 10 minuts a temperatura
ambient. Passat aquest temps, centrifugar a 12000 x g durant 10 minuts. Recollir la solucio
filtrada del tub eppendorf i introduir-la en un microinsert del vial. Tapar el vial i introduir-lo a
I"HPLC.

Calcul de resultats

Els resultats es calculen mitjancant calibratge extern amb el programa d’adquisicié de

dades cromatografiques Breeze 3.3 GP software (Waters). Els resultats s’expressen en

nmol/L.
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Figura 7. Cromatograma dels patrons de calibracié de pterines. Els metabolits més utils pel dia

malalties neurologiques sén la NP i BP.

2.5. Analisi de piridoxal fosfat en LCR

gnostic de

La determinacid de piridoxal fosfat es va realitzar per un procediment de HPLC amb

deteccio de fluorescencia basat en un métode préviament descrit (Ormazabal et al. 2008).

Reactius

- Acid tricloroacétic (UN 1839 Merck, Darmstadt, Alemanya).
-Dihidrogen fosfat potassic (P 5379, Sigma, St Louis, MO, EUA).

- Fosfat dipotassic (P 3786, Sigma, St Louis, MO, EUA).

- Cianur de potassi (D-89555, Aldrich).
- Acid ortofosforic (1.00552.0250, Merck).
- Semicarbazida (1.07722.0100, Merck).

Calibradors

Piridoxal fosfat (PLP) (Teknokroma, CH-36005).

Condicions cromatogrdfiques

- HPLC amb deteccié de fluorescéncia (Waters, MA, USA).

- Columna: SymmetryShield R P8 (5 um, 4,6 x 25 mm; Waters, MA, USA).

- Fase mobil: Semicarbazida 75 mmol/L + dihidrogen fosfat potassic 50 mmol/L.
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- Flux 1,5 ml/min.

- 50 pL de volum d’injeccié de mostra i patro de calibratge.

- Deteccié de fluorescéncia: Excitacié = 325 nm, emissio = 418 nm.
Recollida de les mostres

Seguint el protocol anteriorment citat, la mostra de LCR es recull en un tub de plastic
transparent protegit de la llum . Posteriorment, s’introdueix rapidament en gel fins el seu
trasllat al laboratori on es congela a -802C fins al moment de I'analisi.

Preparacio del patré de calibratge del piridoxal fosfat

La substancia utilitzada com a patré de calibratge és comprada en una casa comercial
(Teknokroma) a una concentracio de piridoxal fosfat de 125 nmol/L (dependent del nimero
de lot). El processament posterior és igual al de les mostres.

Procediment analitic

Les mostres de LCR han d’estar protegides de la llum durant tot el procés de
manipulacid. El tractament és el mateix en mostres i calibrador:

Pipetejar 125 pL LCR i mesclar amb 125 pL d’acid percloric 10%. Agitar i escalfar 5
minuts a 502C en un bloc calefactor. Centrifugar a 10000 rpm durant 10 minuts. Recollir 200
uL de sobrenedant i afegir -los en el vial de topazi per HPLC. Afegir -hi 70 L de fosfat
dipotassici 20 pL de cianur sodic0 ,04 mol/L. Agitar. Incubar 25 minuts a 502C en bloc.
Finalment afegir 25 pL d’acid ortofosforic 2 ,9 mol/L . Tapar el vial de topazi per HPLC i
introduir-lo a I'aparell.

Calcul de resultats
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Els resultats es calculen mitjancant calibratge extern amb el programa d’adquisicié de
dades cromatografiques turbochrom Navigator (Perkin EImer) . Els resultats s’expressen en

nmol/L.

| '|
| || Piridoxal fosfat
| | ‘ (PLP)

temps

Figura 8 Cromatograma del patré de calibratge de PLP.

2.6.  Altres procediments pel diagnostic diferencial
2.6.1. Analisis d’aminoacids, GABA i 5-MTHF en LCR
En els casos que va ser necessari fer el diagnostic diferencial per sospita de

metabolopatia es van seguir fent les analisis pertinents en LCR a fi de trobar |'etiologia de la
malaltia del pacient. Aquest es analisis van ser la determinacié d’aminoaci ds, el GABAiel 5 -
MTHF en LCR. L’analisi d’aminoacids en LCR (mateixa metodologia utilitzada per orina i
plasma) es realitza per cromatografia liquida d’intercanvi cationic ( Biochrom 30, Pharmacia
Biotech, Biochrom Ltd ). En aquesta cromatografia, la colum na té una carrega negativa i els
aminoacids entren a dins d’aquesta amb carrega positiva. Els canvis de pH, de temperatura i
de la carrega ionica de les fases mobils permeten que tots els aminoacids arribin al seu punt
isoeléctric (carrega total zero), puguin eluir de la columna i ser posteriorment quantificats de
manera individual (Moyano et al. 1998). La determinacio de GABA en LCR ha estat un tecnica

recentment instaurada al nostre laboratori (Casado etal. 2013)iesbasaenuna
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electroforesis capil-lar (Beckman P/ACE MDQ system) amb deteccié de fluorescéncia induida

per laser ( Beckman-Coulter, Fullerton, CA, USA). La determinacié del 5 -MTHF en LCR es fa

per cromatografia liquida amb deteccid de fluorescéncia (Waters , MA, USA) utilitzant la

longitud d’ona excitacid i emissié de 295 i 355 nm, respectivament (Ormazabal et al. 2006).
2.7. Estudis moleculars dels enzims implicats en la via de la dopamina

Els gens estudiats, implicats directament o indirectament, en la via dopaminérgica es
troben detallats a la Taula 2.

L’ADN genOmic es va extreure de sang venosa periferica anticoagulada amb EDTA
dels pacients amb sospita bioquimica i clinica de mutacions dels gens relacionats amb la via
dopamineérgica seguint les tecniques estandard. També van ser estudiats els fam iliars de
primer grau dels pacients diagnosticats.

L’estudi molecular dels gens TH i PNPO va ser dut a terme al nostre laboratori. Cada
un dels exons dels gen estudiats es van amplificar per PCR convencional. La seqlienciacié
directe dels exons es va reali tzar mitjancant un analitzador genétic ABI Prism 3130 de 4
capil-lars (Applied Biosystems, Foster City, California, USA). Respecte a I'analisi genétic del
gen TH es van seqlienciar les regions codificants de cadascun dels 14 exons, juntament amb
les regions d’splicing, els 114 parells de bases que precedeixen el primer codd i els 354
parells de bases que segueixen el codd de parada. Per aquest  a analisi es van utilitzar 10
parells de primers seguint les etapes estandard de la PCR, desnaturalitzacid, annealing i

elongacié.
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Pel que fa a I’estudi molecular del gen PNPO es van utilitzar cinc parells de primers

per I'estudi dels set exons del gen. La resta de gens que es mostren a la Taula 2 van ser

estudiats en d’altres centres.

Nom del gen estudiat,

Localitzacio

Numero d’exons

Centre estudi

MIM* cromosomica

Tirosina Hidroxilasa (TH), 11p15.5 14 exons Laboratori Metabolopaties, HSJD,
MIM*191290 Barcelona

Descarboxilasa aminoacids 7pl12.1 15 exons CEDEM, Madrid

aromatics (AADC), MIM*107930

Guanosina trifosfat hidroxilasa 1 | 14922.2 6 exons Laboratoris Dr. Echevarne,
(GTP-CH I), MIM*600225 Barcelona

Sepiapterina reductasa (SR), 2p13.2 3 exons CEDEM, Madrid.

*MIM182125

Piridoxamina 5 fosfat oxidasa 17921.2 7 exons Laboratori Metabolopaties, HSJD,

(PNPO), MIM*603287

Barcelona

Taula 2. Caracteristiques dels gens estudiats en el treball.

CEDEM: centro de diagndstico de enfermedades

metabdlicas, Universitat Auténoma de Madrid. HSJD: Hospital Sant Joan de Déu

3. Meétodes clinics

3.1.  Avaluacio clinica dels pacients

Els pacients van ser avaluats al servei de Neurologia de

I’'HSJD. Els responsables

d’aquestes avaluacions van ser pediatres experts en neurologia infantil.
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En primer terme, les avaluacions van iniciar  -se per una anamnesis seguida d’una
exploracié clinica, principalment enfocada a I'estat neurologic del pacient. Les dades
cliniques enregistrades per dur a terme el present treball van ser: alteracions en EEG,
perimetre cranioencefalic (presencia de microcefalia o macrocefalia), preséncia d’epilépsia i
estudi de la neuroimatge mitjancant ecografia transfontanel-lar, tomografia computeritzada
i RM amb les seves multiples opcions (T1, T2, Flair, d ifusié de masses i espectroscopi a quan
va ser procedent) per mitj a d’un aparell d 1.5 Tesles (Signa EchoSpeed System, GE Medical
Systems).

Amb totes aquest dades, a més d’'un a analisi de la histori a clinica de cadascun dels
pacients, es va poder arribar al diagnostic clinic de les diferents entitats nosologiques que es
descriuen en els articles d’aquest treball.

4. Meétodes estadistics

4.1. Validacid dels procediments analitics i valors referéncia
Els diferents procediments analitics utilitzats en aquesta tesis van ser validats i

estandarditzats segons el requeriments de garantia qualitat del laboratori. Els diferents
procediments, aixi com els valors de referéncia establerts per cada metodologia, han estat
publicats en revistes cientifiques de caire internacional (Ormazabal et al. 2005, 2006 i 2008,
Moyano et al. 1998). Tanmateix, totes les proves metodologiques esmentades alas eccions
anteriors han estat certificades per AENOR (Associacié Espanyola de Normalitzacié i
Certificacid). Les analisis de neurotransmissors, pterines, = 5-MTHF i aminoacids han estat

acreditades per ENAC (Entitat Nacional d’Acreditacid) seguint els criteris de les normes ISO
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15189. Aquesta acreditacié suposa el maxim grau de competéencia técnica dels laboratoris de
la nostre regid.
4.2. Analisi estadistic
Totes les variables cliniques i bioquimiques han estat recollides en una base de da des
(Microsoft Excel).

Pels estudis estadistics s’han aplicat basicament les seglients proves:

Per a I’estudi de distribucié de dades: prova de Kolmogorov-Smirnov.
- Corbes ROC pel calcul de sensibilitat i especificitat diagnostica de la neopterina.
- Prova d’Odds Ratio p el calcul del risc associat a les diferents condicions cliniques i
bioquimiques de I'estudi de I’'HVA.
- Per alacomparacié de variables qualitatives: prova de Chi-quadrat.
- Per ala comparacio de variables quantitatives:
Variables parameétriques:
o Prova T de Student per a la comparacié de mitjanes.
Variables no parameétriques:
o Prova de Wilcoxon per a dades aparellades.
o Prova U de Mann-Whitney per a dades no aparellades.
- Proves de correlacio simple:
o Prova de Pearson per variables parametriques.

o Prova de Spearman per variables no parametriques.
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- Proves de regressio lineal multiple entre una variable dependent i dues , 0més,
variables independents, per evitar el factor de confusié de I’edat i d’altres variables
importants en I'ambit pediatric.

Els detalls de cada una d’aqu estes proves figuren en cada un dels articles publicats. Els

calculs estadistics es van realitzar amb el programa SPSS 19.0. Es va considerar significatiu un

valor de p<0.05.
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RESULTATS

OBJECTIU 1

A. Analitzar les concentracions d’acid homovanil-licen L CR en pacients pediatrics amb
malalties neuroldgiques com a eina bioquimica per la identificacié d’alteracions
dopaminergiques. Avaluar la seva utilitat como biomarcador en un ampli ventall de

malalties neurologiques.

“Homovanillic acid in cerebrospinal fluid of 1388 children with neurological disorders”
Marta Molero -Luis,* Mercedes Serrano,* Aida Ormaza  bal, Belén Pérez -Duefias, Angels
Garcia-Cazorla, Roser Pons, Rafael Artuch. For the neurotransmitter working group.
*These autors contributed equally to this paper.
Developmental Medicine and Child Neurology 2013 Jun;55(6):559 -66. doi:
10.1111/dmcn.12116. Epub 2013 Mar 11. PubMed PMID: 23480488.

En aquest primer estudi es va plantejar I'analisi d’'una base de dades que es va iniciar
I’any 2000 i que recull i nformacid bioquimica, clinica i radiologica de pacients pediatrics amb
simptomatologia neurologica, els quals van ser sotmesos a una puncio lumbar per I'estudi de
neurotransmissors i altres magnituds en LCR. Aquesta base de dades neix després
d’estandarditzar-se I'analisi de neurotransmissors, pterinesi 5-MTHF en LCR (Ormaz abal et
al. 2005) i, juntament amb la informacid clinica i radiologica, realitzada pel departament de
Neurologia de I'HSID, permet fer estudis retrospectius itransversals des de diferents punts

de vista, i en el present treball des de la vessant bioquimica.
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L’objectiu principal del treball ha estat estudiar quina utilitat clinica té I'analisi de
I’'HVA en LCR, tant en pacients pediatrics amb deficieéncies primaries de dopamina, com en
pacients pediatrics amb d’altres malalties neurologiques. En aquells pacients que ja tenien
un diagnostic etiologic confirmat vam voler observar les caracteristiques del perfil de
neurotransmissors en LCR. | en aquells pacients que no tenien una etiologia est ablerta vam
buscar les relacions que existien entre els valors anomals d’HVA en LCR i les caracteristiques

cliniques, radiologiques i electrofisiologiques que presentava cadascun d’ells.
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Homovanillic acid in cerebrospinal fluid of 1388 children with

neurological disorders

MARTA MOLERD-LUIS' | MERCEDES SERRAND' | AIDA DRMAZABAL' | BELEN PEREZ-DUENAS' |
ANGELS GARCIA-CAZORLA® | ROSER PONS® | RAFAEL ARTUCH' | FOR THE NEUROTRANSMITTER WORKING GROUP
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Sintesi de resultats
1. Resultats de ’'HVA en LCR en la mostra sencera de poblacio (1388 pacients)

1.1. Prevalenga d’alteracions en ’HVA en LCR

- Del total de 1388 mostres de LCR analitzades, s’han diagnosticat 21 pacients (7 nens
i 14 nenes) amb deficiéncia primaria de la via dopaminérgica: 11 deficiencies de TH, quatre
pacients amb deficieéncia de GTP -CH (dos pacients amb deficiéncia dominant i dos pacients
amb deficiéncia recessiva), tres pacients amb defecte de la AADC, un cas amb deficiéncia de
SR, un pacient amb deficiencia combinada de MAO -A i MAO -B i un pacient amb deficiencia
de PNPO.

- Una vegada excloses les deficiéncies primaries (n=21), de les 1367 mostres restants,
es va estudiar la prevalenca de tenir els nivells d’'HVA per sobre o per sota dels valors de
referencia per edat. El 15 ,4 % de les mostres van presentar deficiencies d’HVAiel 4 ,6% van
presentar valors d’"HVA per sobre els valors de referéncia.

1.2. Prevalenga d’alteracions en ’'HVA en LCR per grups d’edat de poblacio

- Pel test de x2 de Pearson es va analitzar la associacié entre els grups d’edat de la
poblacié i la proporcid de tenir 'HVA alterat (nivells augmentats o disminuits), variables que
van mostrar diferéncies significatives (x2=84 ,8, p<0,001). Per tal d’estu diar quin era el grup
d’edat amb més risc de tenir ’'HVA disminuit es va aplicar el test d’Odds ratio, on el risc de
presentar valors baixos d’"HVA va ser més elevat en els pacients de menys d’'un mes d’edat
respecte als grups d’edat més grans (OR 1,78; IC 95% 1,08-298).

- Es va comparar el grau de deficiéncia d’"HVA entre els pacients amb deficiencia

primaria de dopamina (n=21) i aquells amb deficieéncia secundaria. Es va observar un
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solapament de valors d’HVA en els dos grups estudiats, sobretot en els pacie  nts de major
edat.

1.3. Associacio entre els valors d’HVA i altres parametres bioquimics en LCR

- Per estudiar la relacié dels valors d’"HVA en LCR amb la resta de magnituds
bioquimiques analitzades en LCR es va realitzar un test de correlacio lineal de Pearson . Es va
observar una forta associacio entre ’'HVA i el valors de 5HIAA (r=0  ,75; p<0001), aixi com
entre 'HVAil'edat (r= -0,51; p<0,001). L’associacié amb els valors de biopterina (r=0 ,38;
p<0,001) i neopterina (r=0 ,15; p<0,001) va ser inferior. A mésam és, vam fer un estudi
multivariant per tal d’observar la variable que mostra una associacié més forta amb I'HVA.
Una vegada, ajustada la variable edat, el 5HIAA va ser la variable que va mostrar major
associaciéo amb I’'HVA.

2. Associacio entre els valors d’HVA i la informacié clinica i radiologica (696 pacients)

- De les 1367 mostres analitzades es va tenir accés a la informacio clinica i radiologica
de 696 pacients. Es va estudiar la proporcié de tenir I’'HVA alterat i les proporcions van ser
molt similars en quant a la totalitat de la mostra (15 ,8% de presentar ’'HVA baixi5 ,0% de
tenir-lo elevat).

- Dels nou grups clinics establerts per classificar els 696 pacients, només el grup
definit com a “processos hemorragics i hipoxico -isquémics” va tenir un risc m és elevat de
presentar alteracions en els valors del HVA (OR 2 ,1; IC 95% 1,0-41). La resta de grups clinics
no van presentar significacié estadistica.

- Enrelacié a mb les resultats de les proves neurofisiologiques, I'EEG alterati la
presencia d’epilépsia va ser del 64,3% i 53,3%, respectivament, on cap d’aquestes condicions

va incrementar el risc de tenir valors incrementats o disminuits d’"HVA.
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- Respecte a I’estudi de la circumferéncia cranial, el 29 ,9% va presentar microcefalia,
4,5% macrocefaliaila resta de la poblacid va tenir valors normals de circumferéncia.
Aguestes troballes cliniques tampoc van mostrar una associacié estadisticament significativa
per tenir més o menys quantitat d’"HVA en LCR.

- En quant als resultats radiologics, dels 696 paci ents un 38 ,5% (n=217) de pacients
van presentar alteracions a la substancia blanca. Unica condicié que si que va suposar tenir
més risc de tenir valors baixos d’'HVA en LCR (OR 2,3; IC 95% 1,5-3,5). En aquests pacients va
haver-hi una relacio significativam ent estadistica de tenir valors baixos d’"HVA en LCR i valors
baixos de 5-MTHF el LCR (OR 2,8; IC 95% 1,2-63).

3. Resultats de ’'HVA en la poblacié de diagndstic confirmat (256 pacients)

- Dels 696 pacients, fins a un total de 256 pacients es va disposar de | a seva etiologia
diagnostica. Dins d’aquest grup, fins a un total de 70 pacients van tenir valors d’HVA alterats.
Els valors baixos d’"HVA van ser més frequlients en pacients amb infeccions al SNC (n=6/38),
amb encefalopatia hipoxico -isquémica perinatal (=10 /27), amb malalties mitocondrials
(n=8/47) i hipoplasia pontocerebel-lar tipus 2 (n=4/6). - D’altra banda, els pacients amb
prematuritat (n=4/7) van ser els que van presentar valors més elevats d’HVA, aixi com les
malalties mitocondrials que fins a 7 paci ents (n=7/47) van presentar valors d’"HVA per sobre

els valors de referéncia.
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OBIJECTIU 2

B. Analitzar les concentracions de pterines (neopterina i biopterina) en LCR en
pacients pediatrics amb malalties neurologiques per la identificacid de trastorns
primaris i secundaris d’aquests coenzims. Avaluar la seva utilitat com a biomarcador

en processos immuno-inflamatoris.

“Cerebrospinal fluid neopterin analysis in neuropediatric patients: establishment of a new
cut off-value for the identification of inflammatory-immune mediated processes”

Marta Molero -Luis, BS, Sergio Fernandez -Urefa, MD, lolanda Jordan, MD, Merced es
Serrano, MD, PhD, Aida Ormaza bal, PhD, Angels Garcia -Cazorla, MD, PhD, Rafael Artuch,
MD, PhD. For neopterin working group. PLoS One. 2013 De € 18;8(12):€83237. doi:
10.1371/journal.pone.0083237. PubMed PMID: 24367586; PubMed Central PMCID:
PMC3867431.

La tetrahidrobiopterina (BH 4) és el cofactor de la TH, enzim limitant per la sintesi de
dopamina. D’aquesta manera, la quantitat de BH 4 és essencial atés que és necessaria per la
sintesis de les amines biogenes ila fenilalanina (Millner et al. 1998). No obstant aixo, la
neopterina (metabolit de sintesi de la BH 4) també és alliberada quan hi ha una activacio del
sistema immunitari cel-lular a cau sa de I'estimulacié que exerceix l'interferd -y sobre la GTP-
CH (primer enzim de la sintesi de BH 4) durant els processos inflamatoris (Figura 6)
(Hoffamann et al. 2003%, Dale et al. 2009). Per tant, la neopterina és un indicador sensible en
aquells processos immuno-inflamatoris on la seva determinacioé en fluids biologics és de gran

utilitat.
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Actualment, hi ha pocs estudis que descriguin valors de referencia de neopterina en
LCR en edat pediatrica, i els pocs que hi ha , estan orientats a detectar errors congénits del
metabolisme de la BH 4 (Millner et al. 1998, Ormazabal et al. 2005, Blau et al . 2003?, Hyland
et al. 1993). A rad d’aix0, que establir un punt de tall de neopterina en LCR d’una cohort de
pacients amb inflamacié al SNC , o amb malalties immuno-inflamatories, podria ser de gran
utilitat per p oder confirmar bioquimicament que estem davant d’un procés immuno-
inflamatori. En aquest sentit, sabent que molts pacients neuropediatrics acaben tenint un
diagnostic sindromic d’etiologia no filiada (Molero -Luis etal. 2013%), en aquells que
presenten un valor de neopterina en LCR per sobre del valor de tall podria indicar que
existeix un procés immuno-inflamatori, facilitant el diagnostic diferencial entre d’altres
causes neurologiques i, d’altra banda aportant una millor orientacio terapeutica.

Per tant, I'objectiu d’aquest treball va ser, en primer lloc, establir un nou valor de la
neopterina en LCR a partir d’'una poblacié pediatrica amb malalties immuno-inflamatories.
Amb aquest nou valor, vam avaluar, des del punt de vista bioquimic, clinic i radiold  gic, una
cohort de 606 pacients neuropediatrics amb la finalitat de reorientar el diagnostic i/o

tractament d’aquells pacients sense una etiologia clara.
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Cerebrospinal Fluid Neopterin Analysis in Neuropediatric
Patients: Establishment of a New Cut Off-Value for the
Identification of Inflammatory-lImmune Mediated

Processes

Marta Malero-Luis'*, Sergio Fernandezr-Urefia®, lolanda Jordan®, Mercedes Serrano’, Aida Ormazdbal®,
Angels Garcia-Caroria’, Rafael Artuch’, the Neopterin working group>*7
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Abstract

Oiyective: A high level of cerebrospinal fluid (C5F) neopterin is & marker of central nervows gy stem infla mim atory-imm wne
medigted processed We simed to asess data from 606 newmpedistric patients, deseribing the dinical and biochemical
features of those newrclogical disordes presenting C5F neopterin values above a new cut-off value that was defined in owr

labsoratory.

Methods: To establish the new CSF neoptedin cut-off value, we studied two groups of patients Group 1 comprised 68
[patients with and Girowp 2 eomprised 52 children with a confirmed peripheral infection and no central
nervoLs system involvement. We studied 606 CSF sam ples from neuropedistric patients who were classified into 3 groups
genetic di agnosis (A, aoguied/unknown etiologic neundogic disesses (B) and inflammatony-immuone medisted processes
Q-

Resiff£ The C5F neopterin cut-off value was 61 nmol/L Out of 606 cases, 56 presented a C5F neoptenin level above this
value. Group C had significantly higher CSF neopterin, protein and leukocyte values than the other groups. Sicteen of
twentythree patients in this group had a C5F neoptenin level above the cut-off, whereas thee and seven patients
prsented increased leukoryte and protein valees, respectively. A sgnifican asocistion was found among C5F neopterin,
poteins and ledkonyes in the 606 patients. Whike matter disturbances were asocisted with high CSF neoptedin
ooncentrations

Conchesions Although children with inflamm story-immune mediated processes presented higher CSF neopterin values,
patients with other neurological disorders slso showed intreased C5F neoptedn concentrations. These results stress the

importance of CSF neopberin analysis for the identification of infllamim story-inmm e medisted prooese_
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Introduction

Neopterin is a pierin confaining 2 Ze-ammino-f-ox gepyTacine-
pyrimide (perin) ring and is frmed from guanosine-triphasphate
in the syndetic pathway of temahdrobiopterin (BHS) [1]. BH,
&t 26 @ cofactor in the moe-Timifing ensymatic step of dopamine
and senctonin Bosmynthesis (hydrondation of fyrosine and trypto-
phan] [2]. It also ans a5 & cofacior in the hydoxylaton of
phenydalanine to fyrosine [3] and plays 2 role in the inducihle
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niric mxide synthase reaction [2]. Moreover, neopienin is a direct
respanse 10 T-helper cell 1 stimmlation by meferon-y [4], [5], the
ceniral cytokine imohed in the scfiivafion of the cellolar mmme
sysem. Therefore, neopierin & a sensitive ndi@ior in Immme-
mesdiated and inflam matory diserders [1], [6]. Is concentration in
hilogical finids may be useful for the dagnoss of nflammadory
and immunemediated disesses in which T-helper oell 1 amd
macrophages are invalved [2], [6], [7]. B & abo weful for the
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Sintesi de resultats

Per establir el valor de tall de la neopterina en LCR es va aplicar un corba ROC entre el
grup 1 (infeccions del sistema nervids central, n=68) i grup 2 (infeccions perifériques,
n=52). La millor discriminacié es va obtenir amb un valor de neopterina en LCR de 61
nmol/L (AUC=0,934; rang: 0,883-0,985), amb una sensibilitat i especificitat de 91,3% i
88,5%, respectivament. Pel test d'U de Mann -Whitney es van comparar els resultats
de les vari ables bioquimiques estudiades entre  aquestes dos grups, observant -se
diferencies estadisticament significatives en el valor de leucocits en LCR (p<0 ,001),
neopterina en LCR (p<0,001), glucosa en LCR (p=0,038) i proteines en LCR (p<0,001).
De tota la cohort  neurologica seleccionada (n=606), es va estudiar I'associacid
(coeficient de correlacié d’Spearman) entre la neopterina en LCR i les altres
magnituds bioquimiques analitzades en LCR. Es va observar un correlacid positiva
entre la neopterinai  les proteines (r=0 ,178, p<0 ,001), i neopterina i leucocits
(r=0,148, p<0,001), pero no es va trobar correlacié estadistica amb I'edat i la glucosa.
Dels 606 pacients neurologics estudiats, 56 d’ells van presentar la neopterina en LCR
amb valors superiors al  cut-off definit (61 nmol/L). El grup clinic catalogat de
“malalties immuno-inflamatories” (Grup C, n=23) va obtenir uns valors de
neopterina (p<0,001), proteines (p=0,002) i leucocits (p=0 ,044) més elevats que els
altres dos grups clinics , A (malalties genetiques, n=160) i B (malalties neurologiques
sense sospita inflamatoria/infecciosa, n=423). A més a més, el 69 ,6% de pacients del
grup C (16/23) van presentar valors de neopterina per sobre el punt de tall. D’aquests
16 pacients, només tres van tenir els leucocits en LCR elevats (>5 ceél-lules/mm?) i set

pacients les proteines en LCR elevades (>40 mg/dL). No obstant aixo, els grups Ai B
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van presentar un percentatge de pacients amb valors de neopterina elevats, inclus
alguns casos amb valors molt similars als obtinguts al grup C.

e Enrelacid als pacients amb neopterina per sota el punt de tall (n=550) no es van
trobar diferéncies estadistiques en les diferents variables bioquimiques estudiades.
Tot i aixi, el nombre de pacients amb valors augmentats de proteines o leucocits va
ser elevat, sent de 68 i 9 pacients, respectivament.

e Pel test d’Odds ratio es va estudiar si I'increment de neopterina (>61 nmol/L) podia
relacionar-se en tenir més risc de tenir les proteines elevades (>40 mg/dL), de tenir
els leucocits eleva ts (>5 cél-lules/mm 3), de presentar alteracions a la substancia
blanca o de tenir epilépsia. Es va observar una associacié significativa en tenir la
neopterina elevada i les proteines elevades en el grup sencer de la poblacié
(OR=1,95; IC95%=1 ,1-3,48; p=0,026) i leucocits elevats (OR=3 ,39; IC95% =1 ,44-
7,98; p=0,028). El risc de tenir alteracions a la substancia blanca amb la neopterina
elevada només es va observar en el grup clinic B (OR=2 ,30; 1C95%=1 ,72-3,07;
p<0,001). D’altra banda, no es va observa r risc significatiu en tenir les proteines
elevades, leucocits elevats, alteracions a la substancia blanca o epilépsia quan els

valors de la neopterina en LCR eren inferiors a 61 nmol/L.
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OBECTIU 3
C. Analitzar les concentracions de piridoxal fosfat en LCR en pacients
neuropediatrics sense diagnostic etiologic per la identificacid de trastorns
primaris i secundaris. Avaluar la resposta a la suplementacié amb pixidoxal fosfat

en un grup de pacients amb encefalopaties epiléptiques greus.

CSF VITAMIN B ¢ LEVELS IN A LARGE COHORT OF NEUROPEDIATRIC PATIENTS: RESPONSE
TO PYRIDOXAL 5’-PHOSPHATE IN DIVERSE EPILEPTIC ENCEPHALOPATHIES

Cortes-Saladelafont E*, Molero -Luis M*, Duarte S, Casado M, Sierra C, O’Callaghan -Gordo
M, Sanmarti-Vilaplana X, Fons C, Gonzalez -AlvarezV, Pérez -Duefias B, Poo P, Ramos F,
Armstrong-Mordn J, Artuch R, Garcia-Cazorla A. * Both authors contributed equally.

De la mateixa manera que la BH 4, el manteniment d’uns valors optims de vitamina Bg
és essencial pel correcte metabolisme de la dopa mina, sent cofactor de I'enzim AADC . La
vitamina B ¢ participa com a cofactor en moltes reaccions de I'organisme, tenint un
important paper en el metabolisme dels neurotransmissors a | SNC: serina, histidina,
glutamat, GABA, glicina, serotonina i dopamina (C layton 2006). La sintesis de la forma
activa de la vitamina B ¢ (piridoxal fosfat) inclou diverses reaccions enzimatiques, sent la
ultima d’aquestes la més important i regulada per | ‘enzim PNPO. Bioquimicament, la
deficiéncia d’aquest enzim comporta nivells disminuits de PLP en LCR, i des del punt de
vista clinic, els pacients debuten neonatalment amb epilépsies refractaries als
anticonvulsivants habituals, sent només controlables amb suplements de PLP de manera

immediata. No obstant aix0, a banda del défici  t primari de la PNPO existeixen d’altres
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entitats nosologiques, o situacions, que poden cursar amb nivells disminuits de PLP en LCR
juntament amb alteracio d’altres parametres bioquimics.

L'objectiu d’aquest treball ha estat analitzar les concentracions PLP en LCR en una
cohort de pacients pediatrics (n=147) amb la finalitat d’identificar trastorns primaris i
secundaris relacionats amb la vitamina B . Més especificament, donada la relacié entre el
PLP i la epilépsia, hem avaluat la resposta a la suplement acié amb aquesta vitamina en un
grup de pacients amb encefalopaties epiléptiques greus d’etiologia desconeguda. En
aquest pacients, hem aplicat, a més a més, estudis de diagnostic diferencial mitjancant
proves metaboliques i genetiques per descartar possib les causes conegudes de epilépsia i
de deficiéncia de vitamina Bs. Des del punt de vist clinic, es descriu I’evolucié clinica de tots

els pacients aixi i com la resposta al tractament amb PLP de cadascun d’ells.
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Abstract

Pyridoxal-phosphate (PLP) is the active form of vitamin B ¢ anditis the cofactor of many
enzyme reactions including neurotransmitter metabolism. Primary and secondary PLP
metabolism disturban ces can produce refractory seizures in the newborn period and in

infancy, which may respond to this vitamin supplementation.

After the analysis of PLP in cerebrospinal fluid in 147 patients, we recruited a series of 10
patients who disclosed low -normal CSF PLP values and we assessed their response to PLP
treatment. Patients (aged 1 day to 4 years) presented mainly with epileptic encephalopathy.
Three of them had a definite diagnosis (Phelan McDermid syndrome, KCNQ2 and SCN9A
mutations). In the remaining 7 patients, no diagnosis was achieved after extensive metabolic
and genetic workup. Metabolic markers of PLP deficiency in plasma and CSF showed normal
or unspecific alterations in all cases. None of patients had evidences of secondary PLP
deficiencies. Resp onse to PLP treatment (10 to 30 mg/kg day) was positive for seizure
control and cognitive performance in 5 cases, while the others showed no positive response.

PLP side-effects were noticeable in 2 patients.

In conclusion, several hypotheses may explain t he clinical response to PLP supplementation
in our series of patients. PLP is the essential cofactor for multiple enzymes in central nervous
system, chaperone activity demonstrated for PLP may contribute to different therapeutic
benefits, and CSF PLP value s probably do not reflects the optimal PLP concentrations in

different types of neurons and brain areas.
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Introduction

Pyridoxal 5’-phosphate (PLP) is the active form of vitamin B ¢, which is the essential cofactor
for over 100 metabolic reactions, inclu  ding enzymes involved in the metabolism of the
neurotransmitters glutamate, GABA, glycine, serine, dopamine, serotonin and noradrenaline
(Clayton 2006). PLP is synthesized via phosphorylation of vitamin B¢ through the action of an
ubiquitous kinase and oxidation by pyridoxamine 5  -prime-phosphate oxidase (PNPO: EC
1.4.3.5). It has recently been described its chape rone activity in the folding of some altered
enzymes involved in rare diseases (Cellini 2013). Furthermore, its role in participating in
some actions beyond its coenzyme function has been deeply investigated (Allen et al 2010)
regarding the L -aromatic amino acid decarboxylase activity (AADC: EC 4.1.1.28). They
demonstrated that PLP may prevent the degradation of some PLP -dependent enzymes,
interacts with transcription factors and it is involved in AADC folding, dimerization and
splicing.

PLP-responsive seizures may be caused by mutationsin PNPO gene (MIM *603287). This
inborn error of metabolism was initially described as a cause of neonatal vitamin -responsive
epileptic encephalopathy (Mills et al 2005; Plecko et al 2009). As PNPO is the main enzyme
involved in the synthesis of PLP, it is thought that mutations in the PNPO gene would explain
most disorders that account with decreased levels of PLP in cerebr  ospinal fluid (CSF). But
beyond those PNPO mutations, there are patients already described with no mutations at
this gene but presenting with low CSF PLP levels (Goyal et al 2013 ). Other genetic conditions
related with PLP deficiency are pyri doxine-dependent epilepsy (MIM*107323 ),
hyperprolinemia type Il (MIM*606811 ), hypophosphatasia (MIM*17 1760) and su Iphite
oxidase deficiency (MIM*606887 ) (Clayton 2006; Footitt et al 2011). Environmental factors,
like the presence of seizures, treatment with some drugs or malabsorptive syndromes have
been related with PLP deficiency.

In this work, we aimed to descr ibe our experience in CSF PLP analysis in 147 neuropediatric
patients focusing our attention in a series of 10 selected cases presenting low to normal CSF
PLP values, who showed different clinical features and a variable response to PLP treatment.
2. Methods

2.1. Study setting and inclusion criteria
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Over the last 10 years, we have biochemically studied CSF samples from 1388 neuropediatric
patients. Details of this study have been reported elsewhere (Molero et al, 2013). Among the
whole group of patients, w e analyzed PLP in a 147 subset of CSF samples due to clinical
picture (mainly epilepsy of unknown origin), or because the biochemical profile was
suggestive of PLP deficiency. Among these patients, we selected a series of 10 cases with
different phenotypes but presenting epilepsy as a common clinical feature for PLP
supplementation. These 10 cases presented low CSF PLP values or PLP values close to the
lowest limit of our reference intervals. All patients’ biochemical results were compared with
our reference values, established in a control population, as previously reported (Moyano et
al 1998, Ormazabal et al 2005, 2008)

2.2. Biochemical methods

Plasma and CSF amino acids were analyzed by ion exchange chromatography with nynhydrin
detection (Biochrom 30, Pharmacia B iotech, Biochrom, Cambridge, Science Park, England).
Alkaline phosphatase was analyzed with standard automated spectrometric procedures.
Urine sulfites were analyzed by qualitative test strips according to manufacturer’s protocol
(Merck Millipore, MA, USA) . CSF neurotransmitter analysis (3 -orthomethyldopa, 5 -
hydroxytryptophan, 5 -hydroxyindoleacetic and homovanillic acids) and PLP were done by
high-performance liquid chromatography (HPLC) with electrochemical (Coulochem I, ESA,
Chelmsford, USA) and fluoresc ence (Perkin Elmer, serie 200, Norwalk, CT, USA) detection,
according to previously reported procedures (Ormazabal et al. 2005, 2008).

2.3. Molecular studies

Genomic DNA was isolated from venous whole blood from all patients except for one who
died at 30 days of age. We amplified and sequenced the  PNPO coding regions gene in the
nine patients using a set o f seven primers pairs. Patients 2 and 5 were studied by massive
sequencing technology (Sure Select XT kit, Agilent Technology) and HiSeq 2000 system
(lumina, USA) to study 84 genes associated to neonatal or infantile epilepsy (early epileptic
encephalopathy panel). Patient 9 was studied by multiplex ligand -dependent probe
amplification (MLPA, MRC-Holland ®).

2.4. PLP treatment
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All patients were treated with PLP according to the existing recommendations. Oral doses
ranged from 10 -30 mg/Kg/day (Clayton 2006; Wang et al 2005). We started with 10
mg/Kg/day scaling doses every week up to 30mg/Kg/day. All patients w ere under treatment
with PLP for at least 2 -3 months. In two patients that reported gastrointestinal symptoms
(abdominal pain, diarrhea and nausea) treatment was discontinued after 2 months of PLP
therapy. In the others treatment was discontinued when no r esponse was observed after 3
months of therapy.

2.5. Caregiver’s consent

All caregiver’s were informed of the analysis’ results and the supplementary treatment with

PLP was proposed. All gave their written consent as part of clinical and investigation care.

3. Patients and results

Reference values for CSF PLP were stratified into four reference intervals, as previously
reported (Ormazabal et al 2008). Results of CSF PLP analysis in the cohort of 147  patients
(mean age: 2,4 years; range age: 1 day -19years) are stated in Figure 1. 25 out of 147
patients (17.1%) showed decreased CSF PLP values (14 out of these 25 cases had less than
one month of age). None of the 25 cases (except for patient who was diagnosed by PNPO
deficiency (Ruiz et al 2008)) with low C SF PLP showed impaired results in biomarkers
associated with PLP deficiency (CSF amino acids and neurotransmitters, data not shown). We
also did a correlation analysis in order to explore the association of CSF PLP concentrations
with other related variabl es, such as patient’s age, and CSF 5HIAA and HVA concentrations.
Since CSF PLP values negatively correlated with age (Spearman test r= -0.259, p=0.002)
multiple linear regression analysis was applied to minimize the confounding effect of the
patient’s age. No correlation was observed among 5HIAA and HVA as dependent variables
with CSF PLP values and the age of patients as independent ones (data not shown). We
compared the values of our reference population with those of patients of our cohort with
normal CSF PLP values (U -mann-whitney test), and both groups did not show significant
differences (Figure 1).

3.1. Patient phenotype
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Patient main clinical features are summarized in Table 1 . Although epilepsy was the
commonest clinical sign, not all patients presen  ted a similar phenotype. In 3 patients,
genetic diagnosis was achieved: Patient 2, who started with seizures at 17 hours of age,
harbored a heterozygous m  utation in the sodium channel, SCN9A gene (c.469T>C;
p.Tyrl57His), related with genetic epilepsy with febrile seizures plus Dravet syndrome.
Patient 4 harbored a heterozygous mutation in gene KCNQ3, encoding a proteinin a
potassium channel (c.2306C>A; p.Pro769His). The parental molecular study confirmed this
mutation, and now investigation of mutation pat hogenicity is being done. And p atient 9,
presenting intellectual disability, was diagnosed with Phelan-McDermid syndrome (-22q) by
multiplex ligand -dependent probe amplification (MLPA) . No mutations at PNPO gene were
detected in the 10 patients (Table 1).

3.2. Laboratory findings

All laboratory results regarding CSF PLP, neurotransmitters and amino acids levels are
summarized in Table 2. Five cases presented with CSF PLP deficiency and 5 with  PLP values
close to the lowest limit of the reference interval. N o X -Peak was detected in any CSF
studied. Studies conducted in plasma and urine for differential diagnosis disclosed normal
results in all patients (sulfites, phosphatase alkaline activity, amino acids, etc).

3.3. Clinical outcomes

PLP treatment response of patients is summarized in Table 3, as well as previous or
concomitant treatments. The clinical response to PLP supplementation was diverse. Among
those who showed an evident improvement there were patients 1, 3, 4, 7 and 10. Patients 6
and 9 showed no clinical improvement and the treatment were discontinued after 3 months
of PLP therapy. Patients 2 and 5 had a very severe clinical picture with a fatal outcome in
spite that PLP treatment was maintained until they died. The cause of epilepsy had not yet
been elucidated. Patient 8 also had gastrointestinal adverse effects, but during the
treatment attempt period, he showed no clinical changes. Overall, PLP response was not

related either with CSF PLP concentrations or the etiology of the disease.

4. Discussion
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We have identified 25 patients presenting low CSF PLP values, being an important
percentage of the cases studied. Most of these cases were detected in the newborn period,
suggesting that probably in this moment there is an increasing demand of PLP for the
growing brain, as has been demonstrated for other CNS metabolites and cofactors
(Herlenius et al 2004, Pons et al 2004 ). We also detected a case with mutations at the PNPO
gene, showing the lowest CSF PLP values (Ruiz et al 2008). Concerning PLP corre lations with
the other variables assessed, we confirmed, as previously suggested (Ormazabal et al 2008),
that CSF PLP values did not correlate with both HVA and 5 -HIAA, being the age of patients a
confounding variable. An explanation for this observation w  ould be that the rate -limiting
enzymatic step for dopamine and serotonin biosynthesis is the hydrolylation of both tyrosine
and tryptophan for dopamine and serotonin biosynthesis, but not the PLP -dependent AADC
activity (Pons et al 2004).

After the descri ption of PNPO deficient patients responding to PLP administration, some
other patients with deficient CSF PLP values with no mutations at the PNPO gene were
described (Goyal et al 2013; Veerapandiyan et al 2011) . All that rises the interest in other
secondary forms of CSF PLP deficient status  (Mills et al 2005; Clayton 2006; Fo otitt et al
2011). The most common causes of secondary PLP deficiency were excluded in our series
(malabsorption sindromes and drugs containing amino groups, such as hydrazines,
hydroxilamines, penicillamine, methylxanthines and sulphydryl compunds  (Clayton 2006) ).
No patient exhibited clinical signs of hypophosphatasia and alkaline phosphatase was within
the normal range. The sulfite test in urine was negative for all patients. Inborn errors of
metabolism that cause accumulation of metabolites that can react with PLP we rule out; 1)
hyperprolinaemia; all patients showed normal plasma proline concentrations. 2) pyridoxine -
responsive epilepsy (antiquitin deficiency): any patient had a neurotransmitter profile
indicating an antiquitin d eficiency (high CSF 3 -OMD and low CSF 5 -HIAA and HVA (Kurian et
al 2011, Hyland 2003; Clayton 2006). Additionally, peak X was not present in any of our
patients. This peak X, an unidentified compound originally described in patients with folinic
acid-responsive se izures (Hyland et al 2002), is used as a pathognomonic biomarker for
antiquitin deficiency (Stockler et al 2011 ; Pérez et al 2013) . Additionally, the genetic PNPO

testing did not show mutations in all patients as well.
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In our patients response to treatment was different from that expected in the primary PNPO
defect, where an early response and complete cessation of the clinical events are expe cted
(Schmitt et al 2010). Our patients, except from patient 10 who had a complete normalization
of the EEG, had a mild  -slower response observed within days or weeks. Moreover, no
relationship was observed between CSF PLP values and the clinical outcome after PLP
supplementation. Those improvements conferred an important positive impact on the day -

to-day routine of those families.

In conclusion, several hypotheses may explain the clinical response to PLP supplementation
in our series of patients. PLP is the essential cofactor for multiple enzymes, most of them
acting in different CNS metabolic pathways. Thus, those neurolog ical signs associated with a
suboptimal PLP status are expected to be diverse and multiple. Chaperone activity
demonstrated for PLP may contribute to different therapeutic benefits, and such effects
would not be necessarily related with a central nervous s ystem PLP deficient status.
Furthermore, CSF PLP values probably do not reflects PLP concentrations in different types
of neurons and brain areas, gradient phenomena, different PLP metabolic kinetic constants
and other factors may contribute to this dispar ity. Finally, the antiepileptic effect of PLP

through GABA synthesis and catabolism may be a key factor regarding epilepsy control.
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Table 1. Patient’s characteristics
Patients Diagnostic Neonatal / F. Clinical
history
Age Main diagnostic CSF PLP Plasma | PNPO Seizures Seizures EEG Other
(nmol/L) | PLP genetics (age at description
nset)
P1 | 11ylm|E+CP 13 N Negative | NR Im Parcial complex Lentificated ground Pyramidal signs
(11-40) pattern
P2 | Exitus | Mutation in the sodium Negative | NR 17 hours Mioclonic BS Developmental delay
channel SCN9A (exitus at 2m): 34 N
£ (32-78)
P3 | 5y9m | E + MR + ataxia + hipoacusia 8 L Negative | NR 11m Generalized Occipital paroxisms Motor retardation
(11-40)
P4 | 14m Channelopathy (mutation in 5 Negative | NR 18d Clonic + subtle Lentificated ground Hypertonia
gene K;NQ3): E + cortical (32-78) L pattern
dysplasia
P5 | Exitus | EE (exitus at 30 days of life) 23 L No DNA | NR 17d Central apnea + BS Encephalopathy
(32-78) tonic
P6 |3m E + hypotonia 19 H Negative | NR 13d Hypotonia Central discharges Developmental delay,
(32-78) hypotonia, failure to thrive
P7 |5y Dyskinesia + MR 22 N Negative | NR No epilepsy Lentificated ground Spastic-distonic palsy
(11-40) pattern
P8 | 15y6m | E + MR + behavior disorder 12 N Negative | Seizures No seizures | Behavior disorder | Bifrontal discharges Psyquiatric symptoms
(11-40) (mother, sister)
P9 | 8y10m | Sd. Phelan-McDermid (-22q) 14 Negative | NR 6y Behavior disorder | Fronto temporal Developmental delay
H discharges + lentificated
(11-40)
ground pattern
P10| 8y2m |E+ MR 18 N Negative | NR 17m Generalized SW 3Hz Motor retardation
(11-40)

In bold letters are stated the patients with low CSF PLP. In brackets are indicated our reference values ( Ormazabal et al. 2008). BS=burst-supppression; CP=cerebral palsy;

E=epilepsy; EE=epileptic encephalopathy; H=high; L=low; LL=lower limit; MR=mental retardation; N=normal; ND=not determined; NR=not relevant.
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Table 2. Laboratory findings.

Patients Laboratory
Plasma CSF
Age at LP PLP PLP 3-0MD 5-HIAA HVA
(nmol/L) (nmol/L) (nmol/L) (nmol/L)
13 76
P1 10. N N N
0-5y (11-40) (87-366)
9.4
P2 19d N (32.78) N N N
8 94
P3 4.5y L (11-40) N (106-658) N
5 379
P4 1m L (32-78) (24-148) N N
23 352 328
P> m L (32-78) N (428-1122) | (658-1434)
19
p 17 H N N N
6 d (32-78)
22
P7 4.1y N (11.40) N N N
P8 14.1 N 12 ND ND ND
Y (11-40)
14 49
Po 7y H (11-40) N (87-366) N
18 68
P1 . N N N
0| oby (11-40) (106-316)

Plasma PLP levels are classified into N, L or H according to our reference intervals. In

stated the patients with low CSF PLP. In brackets are indicated our reference values (

2008).

hydroxyindoleacetic acid; HYA=homovanilic acid; N=normal; L=low; H=high; ND=not determined.

LP: lumbar punction; PLP: pyridoxal

bold letters are

Ormazabal et al.

-phosphate; 3 -OMD=3-orthomethyldopa; 5 -HIIA=5-
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Table 3. Response to treatment

Patients | Treatment
Pharmacological Antiepileptic drugs | Response to PLP treatment
CBZ+LEV+FB (VPA Less seizures / Subjective cognitive
P1 Baclofen, carnitine discontinued) improvement
P2 FB + LEV + PH No improvement
P3 Q1o CBZ + VPA Adverse efects (gastrointestinal)
P4 FB since 20dol Subjective cognitive improvement
P5 Tiamine, biotine FB No improvement
P6 Biotine FB No improvement
Trihexifenidile Subjective improvement: less
hidrocloruro + movement disorders, less sleep
P7 melatonine +L-Dopa | No AED disturbances
Aripiprazol,
metilphenidat, Adverse efects (gastrointestinal) --
P8 atomoxetine VPA no improvement during treatment
Risperidone,
P9 levomepromazine CBZ +CLZ No improvement
Normal EEG after treatment
P10 Folinic acid VPA iniciation

CBZ=carbamacepine; CLZ=clobazam; FB=phenobarbital; LEV=levetiracetam; PH=phenytoin; VPA=valproic

acid
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Figure 1. Blox-plot and table with CSF PLP values for study cohort.

CSF PLP
(nmol/L) 8o B Patientswith normalvalues
[l Patientswithlow values
60
o
I
s
| .
o
030d 112m 12 y 219
Age groups
Age group 0-30d | 1-12 1-2y 2-19y
mo

Reference values (ormazabal 2008) n=7 n=16 n=18 n=39
Median (ormazabal 2008) 51.5 431 30.5 20.7
Range (ormazabal 2008) 32-78 24-87 14-59 11-40
Patients with normal CSF PLP values (n=147)* | n=19 | n=26 |n=21 |n=25
Median (nmol/L) 51 40 33.5 22
Range (nmol/L) 32-79 | 28-77 | 14-55 | 12-36
Patients with low CSF PLP values (n=25) n=14 | n=5 n=1 n=5
Median (nmol/L) 1850 | 10 10 7
Range (nmol/L) 4.28 5-19 -- 5-8
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Figure 1. Box-plot representation of patients with normal and low CSF PLP values stratified in
four age paediatric groups. The length of the boxes indicates the interquartile space (p25 -
p75); the horizontal line into the box represents the median (p50) and the whiskers indicate
the adjacent va lues. The upper and lower limits of the reference intervals were the
maximum and minimum values obtained for the different age -groups. Table shows the
median and range of CSF PLP of both study groups, as well as our previously published
reference values (O rmazabal et al. 2008).*Patients of elevated CSF PLP values (n=31) were

not considered in the Figure due to they were under PLP supplementation
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Sintesi de resultats

Resultats bioquimics

1- Analisi de la mostra sencera d’estudi (n=147)

Es va analitzar la concentracié de PLP de 147 mostres de LCR (rang d’eda t:0,02a19
anys) de pacients que havien estat sotmesos a un puncié lumbar per sospita de malaltia
neurometabolica.

Després de testar la distribucié de les variables d’estudi (PLP, edat, HVA i 5HIAA) per la
prova de Kolmogorov-Smirnov i comprovar que no seguien una distribucié Gaussiana, es va
prosseguir I'estudi utilitzant les proves no parameétriques corresponents.

Es va estudiar la prevalenca de tenir els nivells de PLP per sota dels valors de referéncia
per edat, els quals s’havien establert préviament al nostre laboratori (Ormazabal et al. 2008).
De les 147 mostres, un total de 25 mostres (17 ,1%) van mostrar concentracions de PLP per
sota el valors de referéncia per edat. Tot i que 12 d’aquests pacients van pertanyer al grup
d’edat més petit (0 a 30 d ies d’edat), no es van observar diferéncies significatives respecte
als altres grup d’edat (prova Kruskal -Wallis, p=0,066, x2=7,182). Dels pacients amb valors de
PLP disminuit (n=25), un pacient va ser confirmat genéticament de deficiencia de PNPO (Ruiz
et al. 2008), mentre que la resta de pacients (n=24) no van presentar un perfil d’aminoacids i
neurotransmissors associat a una deficiencia de PLP.

D’altra banda, es va estudiar les correlacid lineal (variable Rho d’Spearman) entre les
variables PLP, HVA, 5HIAA i edat, aixi com la regressio lineal multiple, per tal d’identificar la
variable més influenciable enfront el PLP (var iable dependent). Es va observar un correlacié
estadisticament significativa entre el PLP i I'edat (r= -0,259, p=0,002) i PLP i 5HIAA (r=0 ,176,

p=0,036). Tot i aquests resultats i, sabent per la literatura publicada (Ormazabal et al . 2008,
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Foottit et al. 2011) que I'edat té un gran efecte amb els valors del PLP, vam fer una regressio
lineal multiple per minimitzar la influéncia d’aquesta variable. Amb aquest analisi es va
comprovar que no existia correlacio entre el valors de PLP i les concentracions de les amines
biogenes, resultats similars als ja publicats en un treball previ (Ormazabal et al. 2008).

Es van comparar els valors de la nostra poblacié pediatrica de referéncia amb els dels
pacients de la cohort d’estudi que no presentaven deficiencia de PLP (test d’U de Mann -
Whitney), on ambdds grups no van mostrar diferéncies significatives.

2- Analisi de pacients amb deéficit de PLP en LCR amb clinica associada a déficit de PLP

(n=10)
Resultats bioquimics

Es va fer una seleccié de 10 pacients que mostraven niv ells alterats, o bé propers al limit
inferior de la normalitat, de PLP amb una clinica compatible d’ECM relacionat amb el
metabolisme de la vitamina B ¢. Dels 10 pacients, 5 d’ells van presentar valors de PLP en LCR
per sota els valors de referéncia per edat mentre que la resta de pacients (pacients 1,7, 8,9 i
10) van presentar valors de PLP en LCR propers al  limit inferior d e I'interval de referéncia
(Ormazabal et al. 2008).

A la Taula 2 de I'article es mostren els resultats dels aminoacids i NT en LC R, aixi com els
valors de PLP tant en plasma com en LCR. L’analisi dels NT en LCR va permetre comprovar la
inexisténcia del pic X en el cromatograma, indicant la abséncia del déficit d’antiquitina. La
resta de parametres bioquimics estudiats en LCR, plasma i orina van mostrar resultats
normals en tots els pacients, o amb alteracions inespecifiques.

Resultats clinics
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Les principals caracteristiques cliniques es mostren a la Taula 1 de I'article. La
presentacio clinica del deu pacients va ser molt heterogeni a sent I'epilépsia la caracteristica
comuna en tots ells.

En tres pacients es va arribar al diagnostic genétic. El pacient 2, el qual va comencgar a
convulsionar a les 17 hores de vida, va presentar un a mutacié en heterozigosi al canal de
sodi del gen SCN9A (c.469T>C; p.Tyr157His) , una canalopatia d’heréncia dominant
relacionada amb epilépsia, convulsions febrils i sindrome de Dravet. El pacient 4 va
presentar una mutacid  en heterozigosi algen KCNQ3 (c.2306C>A; p.Pro769His) , un
canalopatia d’heréncia dominant del canal de potassi. L’estudi patern va confirmar aquesta
troballa, on actualment s’esta investigant la patogenicitat d’aquesta mutacio. L’analisi
geneétic d’aquests dos pacients es va realitzar per panells génics d’encefalopatia epiléptica.
Aquest pa nell genétic consisteix en I’analisi de 84 gens associats a malalties que causen
epilepsia neonatal o infantil.

També es va arribar al diagnostic genetic de la pacient 7 a partir de I'analisi genétic per
MLPA (multiplex ligation probe amplification). L’estudi va confirmar una perdua de material
geneétic del brag llarg del cromosoma 22 (-22q) associat amb una discapacitat intel-lectual
amb sindrome de Phelan-McDermid.

L’estudi molecular del gen PNPO es va realitzar en els deu pacients seleccionats, on cap

d’ells va presentar mutacions patogeniques.

Resposta al tractament amb piridoxal fosfat
La resposta al suplement amb PLP va ser diversa (veure Taula 3 de l'article). Els pacients

gue presentar una millora més evident van ser els pacients 1, 3,4, 7i 10. Els pacients 6i9 no
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van mostrar cap millora i el tractament va ser retirat als 3 mesos de terapia. Els pacients 2i 5
van tenir una clinica molt complicada amb poca resposta al tractament, encara que aquesta
es va mantenir fins que ambdds pacients van m orir a conseqliéncia de la malaltia.
Actualment, la causa de I'epilépsia no ha estat identificada. El pacient 8 també va presentar
afectes adversos gastrointestinals, tot i que durant la terapia no va presentar cap canvi
simptomatologic. En vista a aquests resultats, la resposta al suplement amb PLP no va estar

relacionada ni amb el nivells de PLP en LCR ni amb la etiologia de la malaltia.
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DISCUSSIO

1- Discussio conjunta

2- Discussio per objectius
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1- Discussio conjunta

Després de |'estandarditzacio de I’ana lisi dels metabolits relacionats amb el
metabolisme de dopamina, hem aportat millores en el coneixement de les diferents
malalties relacionades amb aquest neurotransmissor . La sintesi i catabolisme de la
dopamina inclou diferents etapes metaboliques que po den avaluar-se a partir de la
guantificacié dels metabolits presents a LCR, aixi com dels cofactors que hi
participen. En aquesta tesi s’ha avaluat el paper del metabolit  final i estable de la
degradacié de dopamina, I'acid homovanil-lic. Aquest metabolit ens ha permes
diagnosticar varis ECM relacionats amb la via dopaminérgica perd també detectar
estats dopamineérgics deficitaris probablement causats per altres malalties de forma
secundaries. L'important paper dels cofactors en la sintesis de la dopamina,c om la
tetrahidrobiopterina (analitzant els seus metabolits, neopterina i biopterina) i la
vitamina B ¢ (analitzant el piridoxal fosfat, que é s el vitamer actiu) ha completat
I’analisi dels biomarcadors relacionats amb la dopamina en les cohorts estudiades a
I’"hospital Sant Joan de Déu. De la mateixa manera que I'analisi de I’'HVA a LCR, s’han
pogut diagnosticar varis ECM relacionats amb  els defectes de les pterinesi dela
vitamina B g, pero també millorar el coneixement cientific respecte a altres
alteracions tant de la neopterina com del piridoxal fosfat en LCR.

Aquest estudi s’ha realitzat en pacients procedents de I’HSJD, perd també
d’altres hospitals internacionals, com de Portugal, Argentina, Grécia, Turquia, india,
entre altres. La col-laboracié amb al  tres serveis del nostre hospital ha donat un
component traslacional als tres treballs presentats en aquesta tesi, que inclouen

dades cliniques, bioquimiques i moleculars, aportant un aspecte més holistic i tenint
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una aplicacio practica i valuosa per I'estu di de pacients amb malalties

neuropediatriques greus .
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2- Discussié per temes

Analisi de les concentracions d’acid homovanil:-lic en LCR en pacients pediatrics amb

malalties neurologiques com a eina bioguimica per la identificacié d’alteracions

dopamineérgiques. Avaluar la seva utilitat como biomarcador en un ampli ventall de

malalties neurologiques

Segons el nostre coneixement, fins I'actualitat no s’havia publicat un treball amb una
cohort d’estudi pediatrica amb simptomatologi a neurologica tant gran (1388 pacients) amb
informacid bioquimica (principalment de neurotransmissors), clinica i radiologica. La puncio
lumbar i I'analisi del LCR sén procediments essencials pel diagnostic de moltes malalties
relacionades amb els neurotra nsmissors. Les altres matrius bioldgiques, com la orina o el
plasma, poden mostrar resultats falsament negatius a causa principalment de que aquestes
malalties no s’expressen en fluids periférics (Ormazabal et al. 2005, Peatson et al. 2004).

Durant els darres anys, es van analitzar 1388 mostres de LCR i es van diagnosticar fins
a 21 deficiéncies primaries de la dopamina, representant un 1 ,4% de totes les mostres
avaluades. Agquest percentatge ens indica que es fa estrictament necessari fer una acurada
seleccid dels pacients d’estudi en base no només a la simptomatologia que presenten els
pacients, sind també a altre informacié complementaria, com la bioquimica i radiologica.

L’establiment d’uns valors propis de referéencia és un pas critic a I’hora d’interp retar
uns resultats bioquimics , on s’han de considerar aspectes importants com les variacions
geografiques i les variabilitats interlaboratori (les degudes a diferéncies en les analisis dels
neurotransmissors entre laboratoris). E Is valors de referéncia pu blicats en la literatura sén
bastant similars als nostres, sent I'edat dels pacients la causa més important de les petites

diferéncies observades (Ormazabal et al . 2005, Hyland et al. 2008). Paral-lelament, hem
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participat al programa de control extern de | a qualitat ERNDIM (E xternal Research Network
for the screening and Diangosins of Inborn errors of Metabolism) per I'analisi del 5 HIAA i
I’'HVA. Hem obtingut bons resulta ts, la qual cosa significa que els nostres resultats
compleixen amb els requisits d’exac  titud. A més a més, aquest procediment ha estat
acreditat per 'ENAC (Entidad Nacional de Areditacidn) seguint la norma ISO 15189.

Ja ha estat descrit que la quantitat de la reducciéo d’HVA en LCR pot suggerir un
diagnostic de defectes genetics primaris del metabolisme de la dopamina. No obstant aixo,
no s’han definit uns marges per la concentraci6 d’HVA en LCR que indiquin la presencia
d’aquests ECM. En pacients amb valors disminuits d’"HVA en LCR, s’haurien de considerar
altres possibilitats diagnostiqu es, sobretot quan les manifestacions cliniques no sén
suggestives. En la nostra experiéncia, alguns pacients amb alteracions secundaries van
mostrar valors més baixos d’"HVA en LCR que aquells pacients diagnosticats amb errors
primaris (Taula 2 de I'article ). Es important remarcar que el grau de deficiéncia d’HVA en les
alteracions primaries i secundaries és molt similar en el grup de pacients més gran d’edat
(11-16 anys, Figura 2 de I'article). Aquesta observacié podria explicar -se per una banda pel
fet que les dues pacients diagnosticades de deficiencia dominant de GTP -CH estan
classificades en el grup d’edat més gran (11  -16 anys). | per d’altra banda, que aquesta
deficiencia de GTP -CH dominant cursa amb valors parcialment disminuits de pterines ,
causant un descens no massa acusat d’HVA en LCR (Blau et al. 2003%).

Els valors més baixos d’"HVA en LCR del grup de les malalties primaries van ser
detectats en els pacients amb deficiencia de TH i AADC. Els valors més baixos en el grup de
pacients amb alteracions secundaries van ser els pacients amb hipoplasia pontocerebel-lar

tipus 2, neoplasia del SNC, malaltia de Steinert, sindrome de Miller Fisher, deficiencia de
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metilentetrahidrofolat reductasa, varies malalties amb alteracions motores i algunes
encefalopaties epiléptiques amb diagnostic desconegut. No obstant aixo, no totes les
malalties mencionades en aquest estudi van mostrar una reduccié consistent dels nivells
d’HVA, suggerint que la deficiencia d’"HVA podria ser una troballa inespecifica en diversos
pacients indicant la poca probabilitat d’'una efecte patofisiologic primari a la malaltia, en
relaciéo amb una disfuncié dopamineérgica . De manera interessant, el grup de pacients més
jove va tenir el percentatge més gran de deficiéncia en HVA, suggerint q ue el sis tema
dopaminergic és mé s sensible a les diferents condicions neurologiques durant el periode
neonatal. En general, els pacients amb alteracions secundaries no van mostrar
caracteristiques cliniques que fossin suggestives de deficiencia dopaminérgica, com p er
exemple trastorns en el moviment, ciris oculogires o desordres dels sistema nervids
autonom. Les caracteristiques parkinsonianes han estat observades en alguns pacients amb
malalties mitocondrials (Garcia -Cazorlaetal . 2008). Aquest grup de malalties p oden
presentar valors d’"HVA en LCR tant baixos com alts (Garcia-Cazorla et al. 2008, Serrano et al.
2008). Un estudi previ va publicar caracteristiques cliniques de parkinsonisme en un grup de
pacients amb malalties mitocondrials, on la resposta a L-dopa va ser limitada (Garcia-Cazorla
et al.2008). Les alteracions en els valors d’"HVA en LCR poden seguir diferents mecanismes
patofisiologics en les malalties mitocondrials i, per tant, trobar una explicacié Unica
d’aquesta observacié és dificil i encara desconeguda (Garcia-Cazorla et al. 2008, Serrano et
al. 2008). En qualsevol cas, i independentment de la implicacio del deficit d’'HVA en la
fisiopatologia d’aquestes malalties, el fet de trobar alteracions en el valor de ’'HVA en LCR té
una utilitat diagnostica important, com per exemple en la sindrome de Kearns Sayre (Tondo

et al. 2011).
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Es va observar una correlacio significativa entre ’'HVA i la resta de variables
bioquimiques estudiades, sent el 5HIAA la variable amb la correlacié més forta. Aquesta
observacié suporta la idea que existeix una estreta correlacié entre el metabolisme de la
dopamina i serotonina, tot i que les seves neurones especifiques ocupen arees cerebrals
diferents (Marin-Valencia et al. 2008, De Grandis et al 2010). El 43% de la poblacié estudiada
també va presentar valors alterats (augmentats o disminuits) de 5HIAA, indicant que
probablement hi ha una alteracio en les dues vies en varies situacions i que el mecanisme
explicatiu en aquestes malalties mereix més investigacid. S’ha reportat que les alteracions en
els nivells de 5HIAA en LCR sdn més freqlients que les alteracions en els nivells d’"HVA
(Serrano et al. 2007, De Grandis et al . 2010), suggerint que la serotonina és més facilment
pertorbada en un gran ventall de malalties, potser, a causa de l'elevada innervacié i
connectivitat de les neurones serotoninergiques en el cervell (De Grandis et al. 2010).

La hiperprolactinémia és sovint detectada en desordres primaris dopaminérgics atés
el paper inhibidor que exerceix la dopaminaenlas  ecrecid de la prolactina. En el nostre
estudi, tots els pacients amb deficiencia de TH inicialment van presentar elevacions de
prolactina en plasma (rang de 1046 -2151 mUY/L, valors de referéncia en poblacié pediatrica:
73-325mU/Len nensi 108 -466 mU/Len nenes). En altres deficiéncies primaries de la
dopamina, com la deficiéncia de GTP-CH, la hiperprolactinémia va ser variable (un pacient
amb valors normals mentre |’altre va presentar valors incrementats). Per tant, nosaltres no
vam trobar una associacié consistent entre els nivells d’HVA en LCR i els valors de prolactina
en plasma. A conseqiiéncia d’aquestes troballes, hipotitzem que els valors de referéncia de
prolactina en plasma s’haurien de revaluar en poblacié pediatrica per detectar variacid ns

sutils quan hi ha un sospita de deficiéncia dopaminérgica.
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Amb relacié als 696 pacients, dels quals disposave m delai nformacié clinica
detallada, no es va trobar associacid estadisticament significativa entre les alteracions d’HVA
i les caracteristiques en 'E  EG, presencia d’epilépsia o anormalitats en la circumferéncia
cranial. Hi ha poca literatura en referéncia als valors de 'HVA i les epilépsies, i la poca que hi
ha mostra resultats contradictoris. Alguns treballs hipotitzen que I’"HVA pot incrementar -se

just després de les convulsions (Devinsky et al 1992) i d’altres esmenten que I'epilépsia, com

a entitat cronica, pot no alterar els valors d’"HVA (Duarte et al . 2008). En relacié al nostre
estudi i als estudis reportats, la falta d’associacio entre I'HVA i | "epilépsia podria ser
atribuible a I’epilépsia com a condicid cronica (Devinsky et al 1992, Duarte et al . 2008).

Referent als resultats de la neuroimatge, tot i que les alteracions a la substancia blanca van
estar associades amb els valors disminuits d’"HVA, la preséncia d’anormalitats a la substancia
gris no va mostrar cap associacié amb els valors I’'HVA en LCR. Aquests resultats son dificils
d’interpretar vist que el 85% de les neurones dopaminérgiques formen part de la via
nigroestriatal, i per tant, s’es peraria trobar valors disminuits d’"HVA quan aquestes arees es
troben alterades. En el grup de pacients amb anormalitats a la substancia blanca es va trobar
una associacio significativa entre els canvis d’HVAide 5 -MTHF (el risc de presentar valors
baixos d’"HVA va ser 2.78 vegades més elevat en els pacients amb valors baixos de 5 -MTHF
en LCR). Aquesta associacid vindria condicionada pel fet que tant per I'adequada produccio
d’HVA com perla formacié i estabilitat de la substancia blanca (mielina) es necessita una
concentracié cerebral optima de 5-MTHF (Surtees et al 1994).

L’analisi del HVA pot revelar deficiéncies de I'estat dopaminérgic associat a malalties
en les quals no s’esperaria trobar  -ne, obrint un nou cami de possibilitats cap a nous

tractaments. En aquest estudi s’esmenten les entitats, tant d’origen metabolic com no, en
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les quals les concentracions d’HVA es troba alterat (Taula SI de I'article). Les malalties
associades amb valors baixos d’HVA descrites per primera vegada (fins i tot de manera
anecdotica) son la hipoplasia pontocerebel-lar tipus 2, hiperglicinémia no cetosica,
oligosacaridosis, malaltia de Niemann -Pick tipus C, sindrome de la banya anterior ( occipital
horn syndrome ), déficit de serina, deficiéncia transportar de tiamina tipus 2 , malaltia de
desaparicié de substancia blanca (vanishing white matter disease), sindrome de Miller Fisher
i I'encefalomielitis aguda disseminada. Les malalties associades amb concentracions
elevades d’HVA inclouen la sindrome d’Angleman, la prematuritat a mb diferents graus
d’hemorragies intraventriculars i un cas de deficiéncia de carbamil fosfat sintetasa (defecte
del cicle de la urea). Amb referéncia als grups clinics establerts, el grup de pacients amb
processos isquemics i hemorragics va mostrar el ris ¢ més elevat d’associaciéo amb valors
alterats d’HVA, recolzant ales  hipotesis prévies de que aquest grup de pacients pogués
presentar un risc d’alteracions dopaminergiques  molt mé s elevat que la resta de grups
clinics, a excepcié obviament dels trastorns genétics primaris.

Varis treballs publiquen la preséncia d’alteracions secundaries en el perfil de
neurotransmissors en LCR de pacients neurologics, molts dels quals pateixen malalties
cronigues que son intractables des del punt de vista etiologic (Marin  -Valencia et al . 2008,
Serrano et al. 2008, 2010). Un assaig terapéutic amb L-dopa i carbidopa podria esta justificat
en pacients amb valors molt baixos d’"HVA i simptomatologia compatible amb deficiéncia
dopaminergica, ja que oferiria una nova opcié terape utica. No obstant aixo, els tractaments
amb L-dopa s’han de supervisar cautelosament ates als possibles efectes adversos que es

poden derivar (Pons et al . 2004). En la nostra experiéncia (no es mostren els resultats), la
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resposta clinica a L-dopa és variable i no sempre produeix un efecte satisfactori , exceptuant
els defectes primaris, que mostren una resposta molt bona a aquest tractament.

Una de les limitacions d’aquest estudi és la gran variacié que pot haver en els valors
de referéencia d’"HVA en LCR sego ns les diferents arees geografiques , fent que els resultats
dels pacients que no siguin de la mateixa area geografica sempre s’Tha  gin de valorar més
cautelosament. No obstant aix0, e Is intervals de referéncia reportats per altres grups
(Hyland et al . 1993), sent d’arees geografiques diferents,  sén similars als valors que
apareixen a la nostra poblacié (Ormazabal et al. 2005). Una altra limitacid és que la nostra
cohort estudiada presenta un biaix cap a una poblacié de pacients amb sospita de tenir una
malaltia neurologica rara, com les malalties mitocondrials, la sindrome de Rett o deficiencies
primaries de la dopamina. Finalment, les concentracions de I’'HVA en LCR s’haurien
d’interpretar amb compte, ja que els seus valors no sempre reflecteixen una funcio
dopamineérgica alterada. De fet, una disfuncié dopaminérgica pot associar -se a valor baixos,
normals i, fins i tot alts d’HVA (Kurian et al . 20117), depenent d’on es trobi el defecte. Per
exemple, un defecte del transportador de dopamina DAT1 provoca un cumu | de dopamina a
I’espai intersinaptic amb el conseqlient hipercatabolisme dopaminérgic i augment d’HVA.
Aixi amb aquest trastorn hi ha una simptomatologia de déeficit dopaminérgic amb valors

elevats d’HVA en LCR (Kurian et al 20119).
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Analisi de les conc_entracions de pterines (neopterina i biopterina) en LCR en pacients

pediatrics amb malalties neurologiques per la identificacié de trastorns primaris i

secundaris d’aquests coenzims. Avaluar la seva utilitat com a biomarcador en processos

immuno-inflamatoris.

Respecte a la identificacid6  de defectes genetics primaris el metabolisme de le s
pterines, en aquest anys hem identificat defectes del enzim GTP -CH (principalment de la
forma dominant) (Lopez-Laso et al. 2009) i defectes de la activitat sepiapterin a reductasa
(Arrabal et al . 2011). Per amb dues malalties, la quantificacié de neopterina , biopterinai
sepiapterina a LCR ha sigut una eina definitiva per assolir el diagnostic. Com a fet rellevant,
gracies a aquest estudi vam a identificar una de los poblacions més nombroses del mén de
defectes dominants de I’enzim GTP-CH, localitzada a la provincia de Cordoba (Dr. Lopez-Laso
et al. 2009).

La neopterina és alliberada en el primer pas de la biosintesis de la BH 4 controlada per
I’enzim GTP -CH I. Algunes ci toquines inflamatories, principalment l'interferé gamma,
estimulen especificament aquest enzim en macrofags, comportant una produccid i
acumulacié de neopterina en els diferents fluids de I'organisme de pacients que tenen
processos immuno-inflamatoris (Blau et al. 2003°, Schoedon et al. 1986). Ja és sabut que hi
ha una sintesis intratecal de neopterina per les cel-lules de la microglia, les quals formen part
del sistema immunitari innat del SNC (Millner et al . 1998, Idecola et al 2011). Ja que la BHE
té una baixa permeabilitat a la neopterina periferica (Millner et al . 1998), I'estudi de la
neopterina en LCR podria ser una eina util pel diagnostic de processos immuno -inflamatoris
al SNC sense ser falsament alterat per la neopterina periférica. Pel que sabem al respecte, no

existeixen valors llindar de neopterina en LCR per identificar processos mediats
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immunologicament. A més a més, hi ha molt pocs treballs que continguin cohort s amb un
numero tant gran de pacients neuropediatrics avaluant els nivells de neop terina en LCR
(Dale et al . 2009, Furukawa et al . 1992). En un treball previ realitzat al nostre laboratori
(Ormazabal et al. 2005) vam observar que la neopterina en LCR correlaciona estadisticament
amb I'edat, principalment en els nens més petits d’'un mes de vida. Amésamés,d urant
I’etapa postnatal hi ha una gran variacio en la formacié de la ret neuronal, en 'estabilitat de
la BHE i en les quantitats dels neurotransmissors (Ormazabal et al . 2005, Herlenius et al .
2004), provocant grans variacions en el valor de pterines en LCR. En base a aquests dos fets
(la dependéncia de I'edat i les variacions cliniques i bioquimiques postnatals) , abans de
comengar aquest estudi, vam excloure tots els pacients amb una edat inferioraun mes  de
vida. A partir d’'una co hort de pacients dividits en dos grups (un grup amb infeccions
confirmades al SNC i un segon grup sense infeccions als SNC) vam establirun ~ nou punt de
tall de la neopterina en LCR de 61 nmol/L.

El fet que hi hagués una considerable diferéncia entre les  mitjanes d’edat dels dos
grups d’estudi p er establir el valor de tall (6, 5 anys al grup amb infeccié al SNC  versus 8
mesos al grup sense infeccié al SNC) vam decidir comprovar si aquesta diferencia d’edat
podia influir en el valor de la neopterina. Aixi qu e vam fer dues corbes ROC, un a corba que
incloia pacients d’'un mes a un any d’edat (resultats no presentats) i una segona corba ROC
amb edats compreses d’un mes d’edat a 19 anys (resultats de I'article). Vam obtenir dos
valors de tall de la neopterinaamb  sensibilitats i especificitats molts semblants. Aquests
resultats i la abséncia de correlacié entre la neopterina en LCR i edat dels 606 pacients
neuropediatrics van corroborar en la poca influéncia que exercia la variable edat en els

valors de la neopterina del nostre estudi.
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El nou punt de tall definit (61 nmol/L) va tenir un valor més discriminatiu que el limit
superior dels valors de referéncia publicats en la literatura, els quals es troben en un rang de
concentracions de 20-34 nmol/L (Dale et al. 2009, Hyland et al. 1993, Ormazabal et al. 2005,
Blau et al. 2003%).

De manera interessant, 56/606 pacients neurologics van tenir la neopterina per sobre
el valor de tall. Aquesta troballa va ser un fet remarcable ja que molts d’aque sts pacients no
tenien sospita de tenir un procés mediat immunologicament (en excepcio dels 23 casos amb
malalties inflamatories). D’altra banda, si haguéssim utilitzat com a valor de tall el limit
superior del nostre valor de referéncia (34 nmol/L), s’haguessin quedat per sobre  d’aquest
valor 87 dels 606 pacients. Utilitzant el valor de 34 nmol/L, el nUmero de pacients que
gueden per sobre sembla ser massa elevat, sent molts d’ells, pacients amb un clinica sense
evidencia de tenir processos immuno -mediats, com per exemple malalt ies
neurometaboliques. Tot i aixi, només un pacient, classificat al grup de processos immuno -
inflamatoris, va presentar un valor de neopterina entre els valors de 34 i 61 nmol/L.
Probablement, utilitzant el nou valor de 61 nmol/L, la discriminacié entre aq uells processos
immuno-inflamatoris i els purament neurologics (de causa probablement metabodlica o
genética) sera major. Aquesta diferenciacié pot ser critica per arribar a un diagnostic
etiologic i, en conseqliencia, a un millor tractament, atés que les estrategies terapeutiques ja
sigui un diagnostic o un altre son completament diferents.

Només hi ha un estudi previ que parli sobre els valors de neopterina en LCR en
pacients neurologics (Dale et al. 2009 ). Aquest estudi consta de 158 pacients neurologics
agrupats segons el debut i I’evolucio de la malaltia. En el nostre cas, es van agrupar els

pacients neurologics segons si tenien una malaltia amb diagnostic genétic confirmat (grup
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A), si tenien una malaltia adquirida o sense etiologia definida (grup B), 0 bé si tenienu na
malaltia amb un procés immuno -infeccios (grup C). Aquesta classificacié ens va permetre
identificar quin grup clinic tenia els valors de neopterina amb LCR per sobre el valor de tall.
Tal i com s’esperava trobar, el valor de neopterina en LCR va ser significativament elevada en
els pacients amb processos immuno-inflamatoris (Blau et al. 2003®). De tota manera, set dels
23 pacients classificats en el grup C, van presentar uns valors de neopterina normals, tenint,
amés a més, valors dels m arcadors classics d’infeccié, com el r ecompte de leucocits i una
quantificacié de proteines en LCR , dins dels valors normals (<5 cél-lules/mm 3 i <40 mg/dL,
respectivament) (Taules 2 i 3 de I'article). Tanmateix, el percentatge de pacients dins
d’aquest grup amb valors alterats de cél -lules o proteines era clarament inferior que el
percentatge de pacients que tenien la neopterina en LCR elevada. Aquests fets emfatitzen la
idea que la neopterina en LCR tindria una major sensibilitat i especificat respecte al
recompte de leucocits i quantificacio de proteines (Dale et al. 2009). El fet que les malalties
immuno-inflamatories es caracteritzin per presentar -se en forma episodica i que algunes
entitats com la sindrome d’Aicardi-Goutiéres (Blau et al. 2003") i algun es encefalitis (Millner
etal. 1998; Dale etal.2009 ; Azumagawa etal. 2003) puguin tenir valors normals de
citoquines i altres marcadores immunologics, podria explicar la normalitat dels parametres
d’infeccid reportats a les Taules 2i 3.

En relacié amb els pacients neurologics amb malalties genétiques (grup A, n=160), 10
pacients va tenir el valor de la neopterina per sobre els 61 nmol/L (8 dels quals eren pacients
amb malalties mitocondrials). Aquesta elevacid probablement reflecteixi un procés
inflamatori associat a dany al SNC (Dale et al. 2009 ) ja que d’aquests vuit pacients, dos

presentaven alteracié a la substancia blanca, un pacient tenia atrofia cerebral i cinc pacients
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tenien alteracions als ganglis basals. La resta de pacients del grup C (n=14 0) van mostrar
majoritariament valors normals de neopterina en LCR ja que aquest tipus de malalties no
acostumen a presentar -se amb processos associats a reaccions inflamatories , demostrant
I’elevada especificitat de la determinacié de neopterina a LCR. Respecte als pacients amb
desordres neurologics adquirits o sense etiologia definida, tot i que el percentatge de
pacients amb neopterina elevada va ser molt similar al grup A (7.1% versus 6.2%), alguns
pacients van mostrar valors en el rang de les malalties immuno-inflamatories (Taula 2 de
I'article). En aquests casos, després de realitzar -se I'analisi de la neopterina, la orientacio
diagnostica va canviar d’un procés metabolic o genétic a un procés mediat
immunologicament.

Les alteracions de la substancia blanca per RM van estar associades amb tenir
elevada els valor de la neopterina (> 61 nmol/L) en el grup B de pacients. Aquests resultats
podrien explicar -se perqué les cél-lules glials del cervell, podri  en actuar com a possibles
connectores de la inflamacid, neurodegeneracié i regeneracié (Speth et al. 2000; De Grandis
et al. 2010). Aquests esdeveniments poden trobar -se en processos inflamatoris primaris
pero també en aquelles malalties neurologiques adquirides o d’etiologia no definida, en les
guals la ne uroimatge indica un dany al SNC. L’infart, I'epilépsia i la isquémia son diferents
processos al SNC que poden ocasionar una hipoxia i produir radicals lliures que causen una
activacio de la cascada inflamatoria. Aquests productes inflamatoris i estrés oxid  atiu no
només alliberen citoquines proinflamatories sind també alteren la BHE, alteren la interaccié
entre neurones i microglies i incrementen el s valors de glutamat extracel-lular. Tots aquests
esdeveniments podrien explicar els valors elevats de neopteri na en LCR en els pacients del

grup B (ladecola et al. 2011 ). Aixi mateix, aquests pacients serien candidats de rebre un
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tractament antiinflamatori. En el grup B, no es va trobar un major risc de tenir epilépsia per
fet de tenir la neopterina> 61 nmol/L. No obstant aix0, aproximadament el 50 % dels
pacients (Taula 2 de 'article) amb elevacié de la neopterina tenien epilépsia. Aquest fet seria
un aspecte per seguir investigant ja que alguns treballs demostren una relacié entre tenir
epilépsia i inflamacio del SNC (Duarte et al. 2008), amb un pitjor pronostic de tenir ambdues
condicions (epilépsia i neopterina en LCR elevada) (Duarte et al. 2008).

Respecte als pacients amb neopterina per sota els 61 nmol/L (n=550), nou pacients
va tenir els comptatge de leucd cits incrementat (>5 leucocits/mm 3), i 66 pacients amb el
valor de les proteines per sobre els 40 mg/dL. A més a més, en els grups B i C, va haver -hi
una clara diferéncia entre el percentatge de pacients amb neopterina en LCR elevada i
aquells amb leucocits en LCR elevats (Figura 2 de I’article), mostrant la major sensibilitat dels
valors de la neopterina. No obstant aix0, les concentracions de proteines en LCR van estar
més freqlientment elevades , probablement reflectint altres fenomens patofisiologics a
banda dels propis events immunologics, com per exemple les alteracions cerebrals per
malalties vasculars (Ballabh et al. 2004) i augment de la permeabilitat dela BHE enels
desordres de metabolisme energetic (Abbott et al . 2012). Aquest ultim fet explicaria I'elevat
percentatge de pacients amb les proteines en LCR elevades. Un altra fet que va evidenciar el
bon paper de la neopterina com a biomarcador d’inflamacié va ser I'associacié del seu
increment en LCR amb un risc més elevat de tenir alteracions en el comptatge de leucocits
en LCR ( >5 leucocits/mm?) i la concentracié de proteines (40 mg/dL). Aquesta troballa és
important des de del punt de vista de la practica clinica, ja que aquests dos marcadors son
els parametres més freqlientment aplicats en el diagn oOstic dels events immuno-inflamatoris

en els laboratoris clinics.
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Analisi de les concentracions de piridoxa | fosfat en LCR en pacients neuropediatrics sense

diagnostic etiologic per la identificacio de trastorns primaris i secundaris: avaluar la

resposta a la suplementacié amb pixidoxal -fosfatenun g rup de pacients amb

encefalopaties epiléptiqgues greus

En aquest estudi es van identificar 25 pacients amb valors baixos de PLP en LCR,
representant un important percentatge dels casos estudiats (n=147). La major part dels 25
pacients van ser detectats al periode neonatal, suggerint que probablement hi hagi un
augment de la demanda de PLP probablement relacionades amb el desenvolupamentiila
maduracié neuronal, tal i com també s’ha reportat amb d’altres metab  olits i cofactors del
SNC (Herlenius et al. 2004).

Durant I'analisi d’aquests 147 mostres es va detectar un pacient amb mutacions al
gen de la PNPO, presentant els valors més baixos de PLP en LCR (3  ,6 nmol/L) observats al
nostre laboratori (Ruiz et al 2008).

En relacié a les correlacions de PLP amb les altres variables estudiades es van
confirmar les associacions que préviament s’havien establert en un treball anterior del
nostre laboratori (Ormazabal etal. 2008). El PLP en LCR no va correlacionar am b les
concentracions de 5HIAA ni HVA, sent I'’edat dels pacients la variable que més influéncia
exercia (variable de confusid). Un raonament per explicar aquesta troballa és que el pas
limitant de la biosintesis de la dopamina i serotonina és la hidroxilaci 6 de latirosinaii
triptofan (reaccions depen dents del cofactor BH 4) deixant en segon terme el pas catalitzat
per I'’enzim AADC (dependent de PLP) (Pons et al. 2004). Aquest fet explicaria la falta de
correlacié entre els nivells dels metabolits de la dopamina (HVA) i serotonina (5HIAA) amb el

PLP.
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Els pacients amb deficiéncia de PNPO presenten una encefalopatia epiléptica amb
convulsions neonatals refractaries als anticonvulsivants habituals, i que només responen al
tractament amb PLP. Aquesta malaltia ha estat recentment estudiada amb profunditat pero
en una cohort de menys de 20 casos descrits al mén (Goyal et al. 2013). Bioquimicament
aquests pacients a part de presentar valors molt baixos de PLP en LCR, poden presentar un
perfil alterat de NT en LCR (d isminucio dels nivells d’HVA i 5HIAA i augment dela3 -OMD,
(Kurian et al. 2011b)). Altres alteracions bioquimiques sén I'augment de glicina, serina i
treonina en LCR, ja que els enzims responsables del seus metabolisme necessiten de PLP
com a cofactor per la transaminacid d’aquests aminoacids. Respecte a I'analisi del gen PNPO
dels deu pacients seleccionats cap d’ells va presentar mutacions patogéniques relacionades
amb un déficit de PNPO.

Tot i el millor coneixement d’aquesta nova entitat neurometabolica , hi ha varis
estudis cientifics que descriuen a pacients amb nivells baixos de PLP en LCR amb estudi
molecular negatiu del gen PNPO (Goyal et al. 2013, Veerapandiyan etal. 2011). Aquests
ultims fets emfatitzen I'interes d’estudiar altres malalties que ca usen deficiéncies de les
concentracions de PLP en LCR (Mills et al. 2005, Clayton 2006, Footitt et al. 2011.

L’ultim pas metabolic de la sintesis de vitamina Bs per entrar a les cel-lules de
I’organisme (incluUs les cerebrals) necessita de la fosfatasa alcalina per poder hidrolitzar  -se
(Clayton 2006). La mesura de la activitat de la fosfatasa alcalina en plasma pot orientar -nos
en un déficit del mateix. De la nostre seleccié de deu pacients, cap d’ells va presentar
hipofosfatasia, on I'activitat de la fosfatasa alcalina en plasma va ser normal.

El molibdé és cofactor dels enzims sulfit, xantina i alde hid oxidasa (Fotitt et al. 2013).

El test de sulfits en orina alterat, per cimul de sulfits, ens pots orientar cap a un déficit
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d’aquest cofactor. La negativitat del test de sulfits (i d’altres proves bioquimiques) al nostre
grup de pacients va permetre de scartar la deficiéncia del cofactor de molibde (MoCoF) com
a responsable de un defecte secundari de PLP.

Aquells ECM relacionats amb la vitamina B ¢ que causen acumulacié de metabolits
que reaccionen amb el PLP van estar descartades: 1) Hiperprolinémia. Tot s els pacients van
mostrar valors normals de prolina en plasma. 2) Epilépsia piridoxina dependent (deficiéncia
d’antiquitina). Cap pacient va presentar un perfil de NT compatible amb aquesta malaltia
(elevacio de la 3 -OMD i disminucié de 'HVA i 5SHIAAen L CR) (Kurian et al. 2011°, Clayton
2006). A més a més, el pic X no va ser present en cap cromatograma de NT dels pacients
estudiats. Aquest pic X és un compost desconegut descrit en pacients amb convulsions
tractables amb acid folinic (Hyland et al . 2002b), que s’u tilitza com biomarcador
patognomonic per la PDE (Stocker et al. 2011).

Les causes més comunes de deficiéncia secundaria de PLP van ser excloses en els deu
pacients seleccionats de I'estudi. Processos de malabsorcid (Cellini et al. 2013), administracid
de farmacs amb grups amino que reaccionen amb el PLP (hidrazines, hidroxilamines,
penicil-lamines, i metilxantines) (Clayton 2006) o bé component quimics amb grups sulfihidril
(Clayton 2006) es van descartar en tots els pacients estudiats.

La millora clinica dels pacients amb I'administracié de PLP també és una informacio
molt atil alhora de fer el diagnostic (Goyal et al . 2013). La resposta al tractament dels
pacients va ser diferent del que s’espera en els déficit primaris de PNPO, on s’observa una
resposta molt rapida amb una completa cessid de les convulsions  (Schmitt et al. 2010). Els
nostres pacients, exceptuant el pacien t 10 que va normalitzar completament I'EEG, van

presentar una lleugera -moderada millora clinica després d’uns dies o setmanes de
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tractament. A més a més, no es va observar cap relacié entre els valors de PLP en LCR i la
millora dels pacients post tractamen t amb PLP. Aquestes millores van significar un impacte
positiu en la rutina habitual dels tutors responsables dels pacients.

Alguns treballs reporten I’activitat xaperona associada a la molécula de PLP, ja que
per una banda millora I'eficiencia del plegam  ent proteic i per d’altra banda incrementa
I'estabilitat de la proteina mutada contra la degradacié intracel-lular. (Clayton 2006,  Cellini
et al 2013). Aquesta activitat de xaperona li déna un aspecte positiu alhora de tractar els
pacients amb PLP i també explicaria la diferent resposta observada en els nostres pacients, la
gual no ha estat associada en presentar valors més o menys alterats de PLP.

Tanmateix, és important recordar que les concentracions de PLP en LCR poden no
reflectir les concentracions r eals a les diferents arees cerebrals. Aixd pot ser causat per
fendmens de gradient que pugui haver -hi al cervell aixi com les diferents constants
enzimatiques dels enzims piridoxal-dependents. Un exemple és el diferent valor de Km de la
PNPO (Km=0,0062 mM amb el substrat de piridoxamina fosfat) respecte a les Km de ’AADC
(Km=0,13 mM amb el substrat de L-dopa) o la GAD (la descarboxilasa de I'acid glutamic, Km=

1,28 mM amb el substrat de L-Glutamat)(www.brenda-enzymes.org). Les diferents Km posen

de manifest la diferent sensibilitat dels enzims (a menys valor de Km, més sensibilitat de
I’enzim).

Conegut I'’efecte antinconvulsivant i els pocs efectes adversos del PLP fa recomanable
la seva administracié en aquells ca sos amb convulsions refractaries als farmacs habituals
(Foottit et al. 2013). Una de les explicacions bioquimiques é s que el PLP és cofactor de la
GAD, enzim necessari per la sintesi cerebral de GABA. La dificultat de la GAD per sintetitzar

GABA contribueix a I'aparicié de convulsions (Kuo et al. 2002). No obstant aquest fet, es creu
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gue també poden haver -hi altres proteines implicades en el metabolisme del GABA (Baxter

et al. 2005).
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1. Elsvalors alterats del I'HVA en LCR sén una troballa re lativament freqlient en
pacients pediatrics que tenen malalties neurologiques d’etiologia diversa , reforcant
el valor de ’'HVA com a biomarcador diagnostic.

2. Els pacients amb ECM del metabolisme de la dopamina presenten valors d’"HVA que
poden solapar-se amb els valors d’"HVA de pacients que presenten altres malalties
neurologiques, especialment en els pacients més grans.

3. Des del punt de vista bioquimic, els valors d’"HVA van correlacionar principalment
amb els valors de 5HIAA, metabolit d e la serotonina. Respecte a les caracteristiques
neurologiques, només les alteracions a la substancia blanca en la ressonancia
magneética van estar associades a valors baixos d’HVA en LCR.

4. Larecerca d’un nou punt de tall de la neopterina en LCR ha permeés establir aquest
nou v alor pel diagnostic de malalties associades a processos immuno  -inflamatoris.
Aquest valor és quantitativament diferent al limit superior de I'intérval de referéncia
de la neopterina, orientat al diagnostic dels ECM de les pterines.

5. Un percentatge moderat de pacients amb alteracions neurologiques sense sospita de
malaltia immun o-inflamatoria, va presentar valors de neopterina per sobre el nou
punt de tall establert.

6. Elnoupuntde tall delanneopterina vapresentaruna sensibiliati especifictat
diagnostiques molt elevades, suggerint el seu Us com a marcador complementari pel
diagnostic de malaties infalmatories del SNC.

7. Un percentage relativament important de pacients va presentar valors disminuits de

PLP en LCR, la major part d’ells sense una etiologia definida.
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8. Dels 10 pacients amb encefalopaties epiléptiques i suplementacié amb PLP, no es va
observar una associacio entre els valors de PLP en LCR i I’etiologia de la malaltia, ni
amb la resposta al suplement amb PLP.

9. Una explicacié a aque st fet podria ser I'efecte xaperona del PLP, la seva capacitat
antiepiléptica de modula r la sintesis de GABA i/oque elvalordePLP en LCR
probablement no reflecteixi el seu estat en les diferents neurones i compartiments

cerebrals.
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Annex

1- Taula Annex. Llista dels pacients amb ECM relacionats amb els NT, pterines i vitamina Bgdiagnosticats a I’'Hospital Sant Joan de Déu.

Deficiéncia Edat debut | 5HIAA HVA NP BP Altres det. Mutacions puntuals
enzimatica (% alt) (% alt) (% alt) (alt %) bioquimiques
TH 5m N $(-91.2) N N p.L236P/p.L236P
5m N 1 (-99.8) N N p.L236P/p.L236P
7m N 1(-94.8) N N p.L236P/p.L236P
la N 4 (-87.0) N N p.R233H/p.R233H
2a N 4 (-78.5) N N g-70C>T/g-70C>Y
2a N 4 (-85.5) N N p.L236P/p.L236P
3a N J(-50.3) N N g-71G>A/c.[1197-25_1391del]
3a N 4 (-93.4) N N p.R238W/p.T399W
8a N 4 (-97.5) N N p.L236P/p.L236P
13 a N 4 (-85.9) N N En estudi
16 a N J(-66.0) N N p.R233H/p.R233H
19a N 4 (-98.0) N N En estudi
25a N J(-85.2) N N p.R233H/p.R233H
AADC 11m 1 (-85.3) 1 (-68.6) N N p.G123R/p.T245I
1a 1 (-98.8) 1 (-98.0) N N p.R412W/p.R412W
43 3 (-93.4) $(-85.5) N N p.R347Q/p.R347Q
MAO-A/B 1a Ind. (-100) [ Ind. (-100) N N Xpll.del 43.2-43.7
la Ind. (-100) | Ind. (-100) N N Xpll.del 43.2-43.7
GTP-CH recessiva 15a N 4 (-33.3) J(-70) 4 (-50) 5-MTHF {, €.595C>G/c.595C>G
15a N 3 (-41.0) 3 (-80) $(-50) | 5-MTHE ¢.595C>G/c.595C>G
GTP-CH dominant | 1a N (-22.1) J(-75) 3 (-60) p.Q89X
(Segawa) 7a N N 4 (-62.5) 4 (-60) p.Q89X
25a N 4 (-51.9) J(-50) J(-80) En estudi
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23 a N J(-85.2) 4 (-50) 4 (-70) En estudi
Deficiéncia Edat debut | 5-HIAA HVA NP BP Altres det. Mutacions puntuals
enzimatica (% alt) (% alt) (% alt) (alt %) bioquimiques
PTPS 19a 4 (-98.4) 4 (-91.2) ™ (+504) 4 (-63.5) | Phe ™ En estudi

16 a J(-98.4) J(-78.8) ™M(+354) J(-63.5) | Phe I En estudi
SR 11a 4 (-60.3) 4 (-69.2) N M+8.3) | Sepiapterina 1 | p.R150G/p.G102C
PNPO 1 dia N J (-0.6) N N PLP p.A174X/p.A174X
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2- Altres publicacions de la doctoranda

- Francisco J. Pérez -Cano, Carolina Ramirez -Santana, Marta Molero -Luis, Margarida

Castell, Montserrat Rivero, Cristina Castellote, and Angels Franch. Mucosal IgA increase
in rats by continuous CLA feeding during suckling and early infancy. Journal of Lipid
Research. 2009 Mar;50(3):467-76.

- Marques T, Molero M, Tondo M, Hernandez M, Vilar P, Cusi V, Torres M, Farré C.
Asociacion entre la diabetes mellitus de tipo 1y la enfermedad celiaca: 6 afios de
cribado seroldgico sistematico. Revista del Laboratorio Clinico, 2009.

- Tondo M, Poo P, Naudd M, Ferrando T, Genovés J, Molero M, Martorell L.
Predisposition to epilepsy in fragile X syndrome: Does the Val66Met polymorphism

in the BDNF gene play a role? Epilepsy Behav. 2011 Sep 2.

- Mercedes Casado, Marta Molero -Luis, Cristina Sierra, Angels Garcia -Cazorla, Aida

Ormazdabal, Rafael Artuch. Analysis of cerebrospinal fluid gam ma-aminobutyric acid by
capillary electrophoresis with laser -induced fluorescence dete ction.
ELECTROPHORESIS, 2013. Dec.

3- Nous estudis derivats

Després de finalitzar I’estudi de ’'HVA en LCR en pacients neuropediatrics (Molero -
Luis et al. 2013 ¥), ens hem plantejat desenvolupar dos treballs que significarien una
continuacié a aquest primer article. Per una banda, i des d’'un punt de vista bioquimic i
estadistic, estem preparant un treball, I'objectiu principal del qual és definir la
correlacié real entre les variables HVA i 5HIAA en LCR en una poblacié neuropediatrica,
ja que dades preliminars ens suggereixen que aquesta correlacié podria ser propera a

1 en un nombre mol t important de la poblacié. Aquesta recta de regressio ens
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permetra fer una pre diccié de I'associacié entre les dues variables i comprovar la
validesa dels nostres valors de referencia per edat. D’altra banda, el segon treball
sorgeix dels resultats observats en el primer article d’aquesta tesi, on la Unica alteracié
de la ressonancia magnética que va correlacionar amb nivells disminuits d’"HVA en LCR
van ser les alteracions a la substancia blanca. Per tant, creiem que estudiar amb més
profunditat una cohort de pacients amb alteracions a la substancia blanca pot ser de
gran interes ja que inclou un aspecte més holistic, abarcant el punt de vista radiologic,
clinic i bioquimic. Aquesta avaluacié intentaria identificar quines patologies amb
alteracions a la substancia blanca sdn més freqlients de tenir nivells alterats de NT en
LCR (5HIAA i HVA) i per d’altra banda, definir quins subtipus d’alteracions de la
substancia blanca (desmielinitacio, dismielinitzacio i hipomielinitzacid) cursen amb
nivells de NT més alterats.

Respecte a la continuacié del segon article presentat en aquesta tesi (Molero-Luis
et al. 2013 I°), volem definir un nou puntdetalld e la neopterina pero en pacients
nounats. Per I'estudi d’aquesta poblacio (d’1 a 30 dies d’edat), atés que presenta un
desenvolupament neurologic molt actiu i uns valors normals de NP en LCR mé s elevats
que la resta de poblacié (Ormazabal et al. 2005), fa necessari estudiar -los com a grup
independent i no mesclar -los amb els pacients més grans. Actualment, creiem que hi
ha un buit cientific en base aquest marcador i aquest grup d’edat.

Per ultim, la nostra observacié de I'efecte positiu de la suplementacié amb PLP
respecte al control de I'epilépsia, obre una nova via de treball respecte al tractament

amb aquesta vitamina en epilépsies farmaco-resistents.
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