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INTRODUCCION

La herencia estd controlada por los cromosomas, ya que en ellos estdn
contenidos los genes que son las estructuras portadoras de los caracteres
hereditarios, &stos son transmitidos a la descendencia a partir de los
progenitores, suministrando cada uno un gen para un cardcter especifico,
es decir, hay un par de genes para cada cardcter hereditario. Pueden
existir diversidad de formas de un mismo gen que son llamadas alelos (1).

Las leyes que rigen la herencia fueron primeramente postuladas por
Mendel hacia el aflo de 1865. Mendel trabajé con siete caracteres
individuales de 1la planta del chicharo y de esta forma postuld sus dos
leyes sobre la herencia.

La primera 1ley la encontrd al observar cémo se transmitfa un sdlo
cardcter a la descendencia, realizd diversas cruzas de plantas de
semillas redondas con plantas de semillas rugosas y observd que la primera
generacién (F1) tenfa s6lo semillas redondas, después hizo cruzas de
miembros de F1 entre si y vié que la segunda generacidn (F2) tenfa tanto
semillas redondas como semillas rugosas en una relacién de  3:1,
respectivamente. Lo mismo hizo con los otros seis caracteres y en todos
los casos se presentaba un rasgo en la totalidad de F1 y en el 75% de F2 y
un rasgo que aparentemente desparecia en F1, pero reaparecfa en F2 en un
25%. Asi pues, 1lamd dominante al rasgo que aparecia en la totalidad de Fl
y recesivo al que se presentaba en F2 en una proporcidn del 25%. De estos
experimentos Mendel concluyé que la separacién de los pares de genes para
ser transmitidos a la descendencia se realiza en forma independiente (2)

(figura 1),
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Figura 1. Representacién esquemitica de 1los experimentos que
condujeron a la primera ley de Mendel. La "R“ representa al cardcter
dominante redondo y la "r" representa al caracter recesivo rugoso. En Fl
toda la descendencia fue redonda y en F2 75% fue de semillas redondas y
25% de semillas rugosas

Posteriormente, Mendel observé 1la transmisidn de dos caracteres
simultdneamente: cruzé plantas de semillas redondas y amarillas con
plantas de semillas rugosas y verdes, observé que en F1 sélo hubo semillas
redondas amarillas. Al hacer cruzas entre Fl obtuvo en la segunda
generacidén cuatro tipos diferentes de semillas: redondas amarillas,
redondas verdes, rugosas amarillas y rugosas verdes en proporcién de
9:3:3:1, respectivamente. De aqui concluyé que los pares de alelos
distintos se comportaban en forma independiente unos de otros, ya que si
estuvieran 1ligados todas las semillas amarillas hubieran sido redondas y
todas las semillas verdes hubieran sido rugosas; de esta forma 1legd a la

segunda ley (3) (figura 2).
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figura 2. Representacién esquemdtica de la segunda ley de Mendel. Se
observa la transmisidn simultdnea de color y forma. "Y" representa el
color dominante amarillo y "y" representa el color recesivo verde. En Fl
todas 1las semillas fueron redondas: en F2 se presentan semillas redondas
amarillas, redondas verdes, rugosas amarillas, rugosas verdes en relacidn
9:3:3:1, respectivamente.

Morgan y sus colaboradores demostraron que la ley de la segregacidn
independiente no es universal y que en algunos cruzamientos de dos o mis
pares de genes existen ciertas limitaciones a la libre segregaci6n. Morgan

trabajé con la mosca de la fruta, Drosophila melanogaster que tiene cuatro

pares de cromosomas y observd que cuando dos o mds genes coexisten en el
mismo cromosoma se transmiten en forma ligada y no en forma independiente,
(genes 1ligados). Estudios adicionales demostraron que el ligamento se
puede romper por el fendmeno de recombinacién genética, entre pares de
cromosemas homélogos, que tiene Tugar durante la mefosis. Los resultados
obtenidos por Mendel se debieron a que los siete caracteres que observd se
encontraban en cromosomas diferentes (4). Estos estudios han dado las
bases para el conocimiento de la transmisidn de 1a herencia en los seres
humanos.

E1 nlmero de cromosomas en el humano es de 46, agrupados en pares, de
los cuales 22 pares son autosomas y un par es de cromosomas sexuales. Los

cromosomas sexuales en la mujer son XX y en el vardn son XY. Estos



cromosomas se transmiten mediante herencia mendeliana (figura 3).

Las células somdticas contienen 46 cromosomas y se denominan
diploides, mientras que las células germinativas o gametos tienen sélo un
representante de cada par, es decir, 23 cromosomas Y se denominan
haploides, Las células somdticas se reproducen por mitosis, en la que se
mantiene el nimero cromosémico de 46. Los gametos se forman durante 1la
meiosis, en la que el ndmero diploide normal se reduce a 1la wmitad,
quedando células haploides. A} unirse un gameto femenino (Svulo) con un
gameto masculino (espermatozoide), ambes haploides, dan origen a un
cigoto o huevo diploide, que tiene la informacidn genética heredada tanto

del padre como de la madre (5).

xx Xy
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X Y
/ \
T % XX xx
cujer  varén sujer vardn

Figura 3. Transmisién del sexo. Existe 50% de probabilidad de tener
un hijo varén y 50% de probablidad de que sea mujer.

La informacién genética contenida en los cromosomas se encuentra
codificada en la molécula de dcido desoxirribonucleico (ADN)}, el cual
consta de dos cadenas de polinucleftidos plegadas sobre si formando una
hélice regular. Cada cadena contiene un gran ndmero de nucledtidos y se
mantienen unidas por puentes de hidrdgeno entre bases nitrogenadas
complementarias que pueden ser de dos tipos: a) pdricas: - adenina (A) y
guanina (G) y b) pirimidicas: timina (T) y citocina (C}). Aseunea T
mediante dos puentes de hidrdgena y T se une a G mediante tres puentes de

hidrégeno.
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figura 4. Estructura molecular de las bases nitrogenadas.

Existe otro &cido nucleico: el dcido ribonucleico (ARN) que consta de
una sola cadena de polinucledtidos, En el ARN la T es reemplazada por otra
base pirimidica: el uracilo (U).

la informacidn genética contenida en el ADN es transcrita a las
moléculas de ARN mensajero (ARNm), por medio de enzimas polimerasas. EI
ARNm que 1leva la informacidn en secuencias de tripletes de bases 1lamados
codones, se dirige a 1os ribosomas, formados por una subunidad pequéﬂa y
otra grande que contienen moléculas de ARN ribosomal (ARNr) y gran
cantidad de protefnas. En los ribosomas se lleva a cabo la sintesis
protefca.

Las protefnas se sintetizan a partir de los distintos aminodcidos
existentes en el citoplasma, donde también se encuentra el ARN de
transferencia (ARNt), del cual existe al menos uno para cada amoncdcido.
Cada tipo de ARNt se caracteriza por tener una triada de bases
nitrogenadas (anticod6n), que corresponden a un aminodcido en particular,

tos aminodcidos son primeramente activados, ésto es, son
esterificados a su correspondiente ARNt en presencia de ATP y Mg2+ por las

enzimas aminoacil-ARNt-sintetasas, formdndose el corespondiente aminoacil-



ARNt, AMP y PPi (figura 5).
ATinodeido + ATE + Anata====r AD1n0acil + :‘-idii-* Arg + FFL

Figura 5. Reaccidn de esterificacidn de aminodcidos.

_E1 ARNm, que es portador del mensaje genético y el primer aminocil-
ARNt se unen a la subunidad menor del ribosoma en un proceso que requiere
proteinas especificas, (factores de iniciacién) ATP y Mg2+. La subunidad
ribosémica mayor se une entonces para formar un ribosoma funcional, La
cadena polipetidica se prolonga por adicidn secuencial de nuevos restos
aminoacilo que son enzimiticamente tranferidos desde los &steres
aminocil-ARNt, con un anticoddn especifico al ARNm complementario al coddn
que tiene el ARNm, para ésto son necesarias proteinas o factores de
elongacidn. Despudés de la formacidn de cada enlace peptidico, el ribosoma
se desplaza a 1o largo del ARNm en direccidn 5'----< >3' para situar al
siguiente coddn en posicidn y que entre un nuevo aminocil-ARNt, este
preceso requiere energia proporcionada por la hidrdlisis de ATP. Cuando el
ribososma se mueve al siguiente codén, el ARNt es expulsado y reemplazado
por un nuevo resto aminocil-ARNt que corresponde al nuevo codén. E1 ARNt
que fue expulsado puede ser esterificado con otro aminoéciqo (6) (figura
6).

La cadena polipetidica se completa cuando se 1lega a un codéﬁ de
terminacidn (tabla 1), Tiberdndose el producto del ARNt y del ribosoma
por la accidn de factores de liberacidn. De esta ﬁanera los aminodcidos
quedan alineados en el orden especificado por la distribucién de triadas

en el ARNm que a su vez fue determinado por la ordenacién de  bases en el



ADN. La tabla 1 muestra el cdédigo genético, con los

especificados por cada codén (7).
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Figura 6. Sintesis protefca.

Tabla 1. E1 cédigo genético.

aminodcidos
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Los genes, en los organismos eucariotes, no constituyen

continua de bases en el ADN, sino que consisten en regiones

codificadoras divididas en forma regular por espaciadores

una secuencia
de secuencias

intercalados.

Asi, las secuencias codificadoras son 1lamadas "exones" y los espaciadores



intercalados se denominan “intrones". Con excepcién de los genes de las
histonas, los genes para protefnas estdn, por regla general, interrumpidos
de esta manera. De este modo el primer ARNm es mds Tlargo que el ARNm
maduro. Se estima que sdlo el 10% del ARNm sale del nicleo como ARNm
maduro funcional. E1 resto es degradado a mononuciedtidos. Debido a la
diversidad de copias de genes y a la presencia de los intrones, el ARﬁm
nuclear es muy heterogeneo y se le denomina ARNm-hn (ARNm-heterogeneo-
nuclear). La maduracidn del ARNm requiere de procesos de escisidn-unién
que eliminan los intrones y reunen los segmentos codificadores o exones
(8).

Existen situaciones en las que se producen cambios en 1a secuencia de
bases del ADN, mutaciones, lo que altera la informacién genética de
diversas maneras (9). Existen diferentes tipos de mutaciones, dentro de
los que pueden mencionarse los siguientes:

a) Mutaciones puntuales en las cambia una sola base en algin lugar del
genoma. Este tipo de mutaciones puede ser de varias clases:
mutaciones silenciosas, son aquellas en las que ocurren cambios
en el genoma y sin embargo, no se manifiesta fifsicamente
(fenotipicamente). Mutaciones con sentido equivocado (miss-sense), en
este caso un aminodcido es sustituido por otro en un sitio de wuna
protefna particular. Mutaciones sin sentido (non-sense), en que se
generan codones de terminacidn en cualquier momento de la sintesis
proteica, 1o que puede producir una protefpa incompieta.

b

Reversiones, suceden cuando una segunda mutacidn en el mismo sitio
de la primera corrige el cambio producido.

¢) Supresiones, se producen cuando una segunda mutacidn en un Jugar



distinto de Ta primera corrige los efecto fenotipicos de la primera

mutacidn.

d) Mutaciones por cambio de fase, en este caso se intercala en el genoma
una 0 mds moléculas, que ocasionan un defasamiento de la lectura
del cddigo.

Las mutaciones pueden ser espontdneas o inducidas artificalmente y
son debidas a factores fisicos, quimicos o biolégicos.

Dentro de 1los factores fisicos destacan las radiaciones,
especialmente las de menor longitud de onda, como las radiaciones
ultravioleta que producen dimeros entre timinas adyacentes en la misma
cadena del ADN.

Dentro de los agentes quimicos que causan mutaciones se encuentra una
amplia variedad de compuestos, de los que se pueden mencionar la
hiroxilamina (NHZOH). que hidroxila la C, ocasionando que se aparee con A
y no con G, El1 &cido nitroso (HNOZ) causa desaminacidn oxidativa sobre A,
C y G ocasionando que A se apareeconC, CconA y G con T, Los
alquilantes como el metilsulfonato (CH3503CHZCH3), el dietilsulfonato
(CHBCH2503CHZCH3), etc. alquilan las bases nitrogenadas, ocasinando un
desconocimiento de dicha base, que es eliminada enzimdticamente del ADN y
en su lugar puede ser incorporada cualquier otra base. Los derivados de
acridina se intercalan entre las bases, produciendo mutaciones por cambio
de fase, Otros agentes quimicos sacan bases del ADN, es decir, producen
deleciones, éstas pérdidas ocasionan cambios en la lectura del cédigo
gendtico (10).

De los agentes bioldgicos destacan las mutaciones por virus y

transposones que se insertan en el ADN produciendo alteraciones en el

10



genoma, dependiendo de la regidn donde se inserte.

Los trastornos debidos a mutaciones pueden ser de tipo monogénico, en
el que se afecta un s6lo gen o multifactoriales en que se ven afectados
varios genes. En el presente trabajo se trataran trastornos monogénicos,
que pueden transmitirse a la descendencia mediante herencia mendeliana.
Estos trastornos pueden clasificarse en autosémicos dominantes,
autosémicos recesivos y ligados al cromosoma X.

Los padecimientos autosémicos dominantes son aquéllos que se
manifiestan clinicamente en el estado heterocigoto, £sto es, cuando se
tiene un gen normal y el alelo correspondiente en el cromosoma hom6logo es
anormal {alelo mutante). E1 gen mutante se localiza en alguno de los 22
autosomas y tanto hombres como mujeres pueden estar afectados. Como los
alelos se segregan independientemente durante la meiosis, existe 50% de
riesgo de que el hijo de un heterocigoto herede el gen mutante o el gen
normal,

Son caracterfsticas de los padecimientos autosdémicos dominantes que
cada {individuo afectado tenga por 1o menos un progenitor afectado, un
individuo afectado puede tener hijos normales e hijos afectados en 1la
misma proporcién, los hijos normales de un individuo afectado sélo
tendrdn hijos normales (en caso de que el otro progenitor también sea
normal), hombres y mujeres estardn afectados en igual proporcién, se-
observa transmisidn vertical del padecimiento a través de generaciones
suscesivas, sobretodo cuando la mutacién no altera 1la capacidad
reproductora.

En toda enfermedad autosdmica dom{nante una cierta proporcidn de

personas afectadas deben su anormalidad a una mutacidn de "novo" o fresca

1



més que a una mutacién heredada. vLa mayorfa de estos padecimientos
presentan variabilidad en la expresidn clinica y fendmeno de penetrancia.

Puesto que los trastorno dominantes {mplican un tipo de producto
génico que con una deficiencia del 50% es capaz de prodqcir un  sindrome
clinico en los heterocigotos, es probable que Tas mutaciones comprendan
anomalfas en dos clases de protefnas: 1) aquellas que regulan vias
metabélicas complejas, como receptores de membrana y enzimas cantidad
limitante controladas por retroalimentacidn y 2) protefnas estructurales
clave,

Los padecimientos autosémicos recesivos son aquellos que sdlo son
aparentes en el estado homocigoto, es decir, cuando ambos alelos en un
Tocus genético son genes mutantes. E1 gen mutante se localiza en uno de
Tos 22 autosomas y tanto hombres como mujeres pueden ser afectados.

La herencia autosémica recesiva tiene como caractenisticas que cuanto
mis raro es el gen mutante mayor es la posibilidad de que individuos
afectados sean producto de matrimonios consanguineos, es decir, son
heterocigotos. La posibilidad de tener hijos normales es del 25%, de tener
hijos afectados del 25% y de tener hijos portadores del gen recesivo del
50%. Si un individuo afectado y un heterocigoto tienen descendencia, ésta
simulard un padecimiento autosémico dominante, es decir, con posibilidades
de! 50% de tener hijos normales o afectados. Si tienen hijos dos
individuos con el mismo padecimiento recesivo todos sus hijos resultardn
afectados. E1 cuadro clinico de estos padecimientos tiende a ser mds
uniforme gue en los dominantes

En los trastornos autosémicos recesivos generalmente se ven afectadas

proteinas con actividad enzimdtica y puesto que se requieren los dos



alelos afectados para que haya expresidn clinica, los heterocigotos, que
tienen un alelo normal y un alelo mutante, no muestran signos de 1la
enfermedad, debido a que tienen 50% de la actividad enzimdtica normal.

En los padecimientos ligados al cromosoma X, el riesgo clinicoy 1la
gravedad difieren en ambos sexos. Puesto que la mujer presenta dos
cromosomas X, puede ser homocigota o heterocigota para un gen mutante y el
cardcter puede mostrar una herencia dominante o recesiva. Los varones sélo
poseen un sélo cromosoma X, por lo tanto, es de esperarse que manifiesten
la enfermedad siempre que hereden el gen mutante, independientemente de
que €ste se comporte como un caracter dominante o recesivo en la mujer. No
existe transmisidn de hombre a hombre, puesto que todos los padres heredan
su cromosoma Y a sus hijos varones. Por otra parte, un hombre heredard su
{nico cromosoma X a sus hijas. Por lo tanto el patrén familiar de 1a
herencia es muy variado. Asf pues, si en la mujer tiene un expresidn
dominante, es decir, se necesita un solo cromosoma X alterado para que
haya manifestaciones c]:fnigas; las caracteristicas de la transmisidén
serdn: los hijos varones de madres afectadas y padres sanos tienen 50% de
posibilidades de estar afectados al ijgual que las hijas. Los hijos de
madres y padres afectados tienen 50% de posibilidades de estar afectados,
en tanto que todas las hijas resultardn afectadas. Por lo general los
varones estdn mds severamente afectados e incluso la mutacidn puede ser
letal.

Si se necesitan ambos cromosomas X en la mujer para que haya
expresién clinica, el  padecimiento es de cardcter recesivo, las
caracteristicas serdn: los hijos de madres afectadas y padres normales

estardn todos afectados, en tanto que todas las hijas serdn portadoras

13



heterocigotas, los hijos y las hijas de madres y padres afectados estardn
todos afectados. Puesto que es sufuciente un Unico alelo mutante para Jla
expresion de los padecimientos ligados al X, 1la consanguinidad no aumenta
la probabilidad de 1la expresidn en los varones, a diferencia de 1las
enfermedades autosdémicas recesivas (11).

Con este trabajo se pretende proporcionar material accesible y
actualizado acerca de los errores innatos del metabolismo de aminodcidos,
que pueda servir tanto para aprendizaje como para consulta y
porfundizacién en el tema. Asi como de facilitar algunas de las técnicas

empleadas en el diagnéstico.
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MARCO TEORICO

Los errores congénitos del metabolismo son enfermedades que se
producen como consecuencia de una mutacidn que altera el cddigo genético,
1o que ocasiona la sintesis de un protefna anémala que puede no ser
funcional o ver disminuida su funcidn.

E1 concepto de error congénito del metabolismo fue dado por Garrod en
1906, al! estudiar un reducido grupo de enfermedades -alcaptonuria,
cistinuria, albinismo, pentosuria- intuyendo que se producian por
alteraciones en su "metabolismo". Hay que resaltar el gran mérito de
Garrod al hablar de “enfermedad del metabolismo” en una época en que todo
lo conccido sobre gendtica eran las leyes de Mendel, 1la bioquimica ne
existia como tal y las técnicas analfticas en medicina eran de lo mds
rudimentario. Posteriormente a lo expuesto por Garrod, Johansen en 1911
introdujo el concepto de genotipo como base de 1a herencia y como sustrato
a nivel celular del fenotipo del individuo. Aproximadamente en 1941 Beadle
y Tatum establecen el concepto "un gen-un enzima" y exponen sus ideas
sobre el control genético de todas las reacciones bioquimicas. E1 concepto
de "un gen-un enzima" fue despuéds ampliado a "un gen-una cadena polipepti-
dica". Otro concepto importante fue el de “enfermadad molecular"
establecido en 1947 por Pauling, al estudiar la anemia de las células
falciformes. E1 concepto de enfermedad molecular se ha extrapolado a todos
los errores congénitos del metabolismo dado que todos se deben a 1la
alteracién de una molécula. Asf en la actualidad el término de error
congénito det mgtabo]ismo se emplea para toda enfermedad en que haya
alteracidn de un gen. Cuando una mutacidn afecta a un gen estructural se

sintetizard wuna proteina andmala, 1lo que afectard su funcién en mayor o

16



menor grado, dependiendo de la regién donde se produce la mutacidn. Si la
mutacidn afecta a genes reguladores la consecuencia serd un defecto en 1la
sntesis de una o varias enzimas, pudiendo ser una sintesis disminuida o
bien una sintesis sin control (12).

Si la protefna alterada no tiene funciones enzimdticas, la enfermedad
es producida por alteracién de la funcidn propia de la proteina. Dentro de
esta denominacidn destacan cuatro grupos:

1. E1 grupo de las hemoglobinopatias. Las cuales se presentan como
consecuencia de una mutacidn puntual en una de las cadenas de 1la
molécula de hemoglobina, el nuevo aminodcido que ha entrado en 1la
cadena puede tener una polaridad diferente y segin la posicidn
que tenga en el seno de 1a molécula va a producir cambios en el
alosterismo, con 1o cual se puede alterar su correcta funcidén y
aparecer una patologfa asociada.

Hasta la fecha se conocen con detalle poco mds de 300
hemoglobinopatfas, de las cuales 100 originan una patologfa evidente.

En algunos casos la alteracidn de la molécula de  hemoglobina

podrd originar inestabilidad de la protefna o cambios en la forma de

los eritrocitos 1o que conducird a una anemia hemolitica, en otros
casos se podrd producir una situacién de mayor afinidad por el
oxigeno con la consiguiente menor oxigenacidn de los tejidos y 1la
instauracién de una policitemia compensadora o un estado
oxidado de 1la molécula (metahemoglobina), 1o que origina cuadros
de cianosis crénica. Todas estas posibilidades condicionan que 1las
patologfas de las hemoglobinas sean muy variadas y dificiles de

generalizar (13).
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Talasemfas, son un grupo de anemias microciticas hipocrémicas
hereditarias de diversa gravedad. Son el resultado de
diferentes mutaciones que producen una alterada calidad o cantidad
del ARNm que conduce a una deficiente sintesis de las cadenas
polipeptidicas de la hemoglobina.

Existen dos grandes tipos de talasemias, ya sea que afecten a las
cadenas e 0 4 de la hemoglobina. Las ﬂ-talasemias son las mds fre-
cuentes en nuestro pafs (14).

Otro grupo es el formado por déficit de proteinas plasmdticas. lLas
patologfas que mds se presentan en estos casos son por deficiencia de
inmunoglobulinas. Cuando se presenta este trastorno el {individuo
suele fallecer en los primeros afios de vida por un problema
infeccioso. Se han descrito también procesos patoldgicos asociados a
déficit de protefnas plasmdticas diferentes al grupo de las inmuno-
globulinas, uno de los mds conocidos es el sindrome de Wilson. EI
cual se origina por déficit de ceruloplasmina la cual es una proteina
que transporta cobre, éste al no ser fijado pasa con mayor
facilidad a los tejidos donde alcanza niveles téxicos. E1 déficit
de protefna transportadora de Tirosina (TGB) puede originar un
sindrome de hipotiroidismo congénito al no fijarse la tiroxina y ser
fdcilmente eliminada por wvia renal. Finalmente, hay que citar el
posible déficit de la fraccidn gamma del complemento, cuya patologia
estard asociada a los mecanismos inmunitarios y, por lo tanto, con
los procesos infecciosos (15).

Otro grupo de gran interés bioquimico y gendtico lo constituye el

formado por alteraciones genéticas que afectan los sistemas de
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transporte a través de membranas. La mayorfa de los nutrimentos:
carbohidratos, aminodcidos, componentes 1ipidos, son introducidos
a la célula no por simple difusién, sino mediante un sistema bien
integrado que tiene mecanismos especificos de transporte, en
Tos cuales existe diferente grado de especificidad y donde son piezas
fundamentales las protefnas transportadoras. En Tos wmecanismos de
transporte pueden existir dos grandes grupos, los que funcionan a
través de gradiente y no precisan de aporte energético y los que
pueden funcionar a contragradiente y requieren aporte energético
acoplado al sistema, que en general se produce por hidrdlisis
enzimdtica de ATP.

Una mutacidn genética que condicione la alteracidn de una deter-
minada proteina transportadora podrd alterar Ta actividad del sistema
de transporte de determinados metabolitos a través de la membrana.
Estas pueden afectar tedricamente a cualquier dJrgano o tejido, sin
embargo por razones obvias de accesibilidad, donde primero se han
detectado anomalias genéticas de este tipo es a nivel renal
-eliminacidn andmala de metabolitos por la orina- o a nivel intesti-
nal -déficit de absorcién de determinados metabolitos- (16).

En la tabla 2 se listan algunas patologfas asociadas al déficit de

proteinas no enzimiticas.
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Tabla 2. Patologfa asociada a proteinas no enzimdticas.
- Hemoglobinopatfas
~ Talasemias
- Déficit de proteinas plasmdticas

IgA

Inmunoglobulinas 1GM

S5

G
Combinacién de varias

Albumina

Ceruloplasmina
-antitripsina

Déficit de TGB

Déficit de complementos

Otras proteinas
plasmiticas

-

~ Protefinas transpotadoras, Sistemas de transporte

Cistinuria
Iminoglicinuria
Hartnup

Nivel renal Glucossuria renal
Diabétes insipida

nefrogénica

Trastornos asociados
a Ca/p/ vitamina D

Cistinuria
Enfermedad de
Hartnup

Nivel renal/intestinal

T

Cuando la proteina alterada tiene funciones enzimdticas, su
alteracién podrfa bloquear un determinado paso de una via metabdlica,
ocasienando 1la acumulacidn de metabolitos previos al bloqueo y defecto de
sintesis de 1los metabolitos , pueden también ponerse de manifiesto
metabolitos de vias alternativas previas al bloqueo, que en condiciones
normales no se detectan, produciéndose enfermedades con diferentes
manifestaciones clinicas. En este caso la enfermedad no es producida por

la proteina en si, sino por la toxicidad que en el metabolismo celular
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pueden tener los metabolitos acumulados, asi como las consecuencias
nocivas que puede tener el defecto de la sintesis de 1los metabolitos
previos al bloqueo, asi mismo, pueden producirse dependencias vitaminicas.

Si los metabolitos acumulados son insolubles en medio acuoso, se
acumulardn en el interior de la c€lula debido a su escasa posibilidad de
ser eliminados por la orina, origindndose una patologia por acumulacién.

Los errores congénitos que producen una acumulacidn de sustancias
insolubles originan siempre patologias mds o menos graves; sin embargo,
los bloqueos metabSlicos en los que los metabolitos acumulados son
hidrosolubles, es decir, eliminables por via renal, no necesariamente
producirdn una patologfa evidente.

Se encuentran errores congénitos del metabolismo con patologfa
evidente en practicamente todas las vfas metabdlicas; asi pueden
observarse alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, aminodcidos,
bases piricas y pirimidicas, porfirias, bilirrubinas, esteroides y dcidos
grasos. En la tabla 3 se listan algunos de los padecimientos asociados a
déficit de actividad enzimdtica (17).

Pudiendo estar afectada cualquiera de las vias metabdlicas es natural
que las posibles manifestaciones clinicas de los errores congénitos del
metabolismo sean muy variadas. Pueden presentarse solas o combinadas
afecciones sistémicas constituyendo enfermedades neonatales graves y
cuadros de presentacidn periddicos. Son frecuentes alteraciones del
sistema nervioso expresadas como retrasc mental, convulsiones, ataxia,
pardlisis, alteraciones en el tono muscular, letargo y coma, asi como
neuropatias periféricas o trastornos en 1la conducta. Puede haber

manifestaciones oculares del tipo de la ceguera, cataratas, Juxacidn del
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cristalino, cristales en 1a cérnea u opacidades corneales. Otras
manifestaciones que pueden presentarse son miopfas, deformaciones
esqueléticas y articulares, anemia y sangrado, cardiomegalia,
insuficiencia cardiaca, arteroesclerosis e infarto del miocardio; efisema
pulmonar, 1litidsis, insuficiencia renal y tubulopatfas; dolor abdominal,
sfntomas gastrointestinales, hepatopatfa y viceromegdlias. En algunos
casos en piel y anexos exiten trastornos como el atbinismo,
fotosensibilidad, Jlceras, cdncer de la piel, alopecia, tricorrexis
nodosa. Otros errores congénitos del metabolismo constituyen la base de
la respuesta anormal a ciertos medicamentos (18).

Los errores congénitos del metabolismo se heredan en forma
mendeliana, mds del 95% de estos trastornos son heredados en forma
autosdmica recesiva.

Existen estudios de laboratorio para seleccionar pacientes que
posiblemente tengan alguno de estos trastonos, tales estudios consisten en
dos tipos de tamiz de seleccién; un tamiz metabélico de recién nacidos,
que permite un diagndstico temprano y la iniciacién del tratamiento, asf
como 1la iniciacidn de estudios epidemioldgicos. Y otro tipo de tamiz
1lamado de “alto riego" en el cual se selecciona al paciente en base a
ciertas manifestaciones clinicas, las cuales se 1istan en la tabla 4 (19).

Posteriormente en los pacientes seleccionados se realizan pruebas
bioguimicas a fin de tener un diagndstico presuntivo del trastorno (ver
apéndice). Finalmente 1los casos sospechosos se comprueban por medio de

técnicas especificas.
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Tabla 3. Algunas patologias asociadas a déficit de actividad
enzimdtica.

Fenilcetonuria
Histidinemia
Iminodipeptiduria

-Metabolismo de aminodcidos

Jqunnpn)

Fructosuria
Galactosemia
Glucogenosis

-Metabolismo de carbohidratos

e

Acidemia isovalérica

Acidemia g-metilcrotdnica
Trastornos en el metabolismo de
vitamina 812

-Metabolismo de dcidos grasos

EER

Hiperplasia adrenal congénita
Deficiencia de sulfatasa

Trastornos de hormonosintesis
tiroidea

~Metabolismo de esteroides

T

Sindrome de Lesch-Nyhan
Déficit de adenosildeaminasa
Xantinuria

-Metabolismo se bases plricas
y pirimidicas

o

Porfiria eritropoyética
Coproporfiria hereditaria
Porfiria variegata

~Metabolismo de porfirinas

(TSD

Sindrome de Crigler-Najjar
Sindrome de Gilbert
Sindrome de Rotor

-Metabolismo de bilirrubina

eom
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Tabla 4. Criterios para la seleccidn de pacientes en base
a su fenotipo

Retraso psicomotor

vomitos recurrentes

Colapse neonatal (Lactante menor de un mes con letargo,
hipotonia, dificultades respiratorias y rechaso de Tlos
alimentos)

Convulsiones

Ataxia

Cataratas o luxacién del cristalino

Dafio hepdtico de etiologia desconocida, iniciada en el primer
afio de vida

Olor peculiar

Litiasis renal

Raquitismo resistente a vitamina D

Posteriomente en los pacientes seleccionados se realizan pruebas
bioquimicas a Fin de tener un diagndstico presuntive del trastorno (ver
apéndice). Finalmente los casos sospechosos se comprueban por medio de
técnicas especificas (20).

Una vez establecido el diagnéstico se procede a dar el tratamiento
adecuado por medio de técnicas especificas., Existen varias formas de
tratamiento. Se tiene el tratamiento por eliminacidn del sustrato, ya que
la deficiencia o falta de actividad de una enzima ocasiona la acumulacidn

del sustrato en el organismo,
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E1 tratamiento por suplementacidn del producto se prescribe a fin de
compesar la formacidn deficitaria del producto metab§lico de wuna wia
bloqueada. En algunos casos el compuesto es fdcilmente sintetizado por el
organismo y por 1o tanto la restriccifn dietética no es efectiva para
disminuir su concentracidn, por lo que se recurre a otros enfoques, que no
sfempre son efectivos. A veces es posible emplear procedimientos para
detoxificar y eliminar el compuesto nocivo.

En algunos casos es posible corregir el defecto enzimitico al
reactivar una enzima deficiente, administrando dosis suprafarmacoldgica de
la vitamina que actda como cofactor de la enzima defectuosa. en ciertos
casos se ha empleado la terapia por reemplazo enzimdtico.

Para algunos trastornos existe 1la posibilidad del diagndstico
prenatal y la deteccidn de portadores.

Debido a que los errores congénitos del metabolismo son concecuencia
de mutaciones y dado que la forma de transmisién de estas enfermedades es
hereditaria, la prevencidn estd dirigida al asesoramiento genético (21).

La frecuencia de los errores congénitos del metabolismo
individualmente no es muy alta, pero en conjunto constituyen un grupo
importante de enfermedades infantiles. Ademds, hay que considerar que la
frecuencia de estos padecimientos se eleva muchfsimo si se consideran
tanto los casos nacidos como los no 1legados a término. Se desconoce su
frecuencia en la poblacién mexicana y en otras entidades similares aunque
no es mayor que la observada en poblaciones de origen europeo, Se ha
mostrado que muchos de estos trastornos metabdlicos tienen una frecuencia
de 1 en 100,000 nacimientos su frecuencia como grupe es de

aproximadamente 1 en 1,000. Suponiendo una frecuencia similar en 1la
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Replblica Mexicana, cada aho nacerdn cerca de 2,500 nifios afectados con
una de estas enfermedades.

En el Distrito Federal los errores congénitos del metabolismo se
diagnostican, estudian y tratan en 1a Unidad de Genética de la Nutricidn
del Instituto Nacional De Pediatrfa (INP), <que trabaja en
colaboracién con el Instituo de Investigaciones Biomédicas de 1a
Universidad Nacional Autdnoma de México (UNAM), la cual cuenta con una
drea de investigacidn y una drea clinica. Esta unidad se ha convertido en
un centro de concentracidn para estos padecimientos, no sdlo para el
Distrito Federal, sino también para varias entidades del interior de 1la
Reptblica.

En esta unidad, que empezé a funcionar en 1974, se han realizado
varios programas de deteccién de estos trastornos, que han permitido

detectar y tratar satisfactoriamente algunos padecimientos (22),
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CAPITULO 1l

METABOLISMO DE
AMINOACIDOS
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METABOLISMO DE AMONOACIDOS
Los aminodcidos son las unidades estructurales bdsicas de las
protefnas., Tienen una agrupacidén tetrahédrica cuyo centro es un dtomo de
carbono unido a cuatro grupos diferentes, un grupo carbexilico, un grupo
amino, un d&tomo de hidrdgeno y un radical que difiere de uno a otro
aminodcido. Este grupo confiere actividad 6ptica a los aminoicidos. Las
dos formas especulares son los isémeros "D" y "L" (figura 7). Solamente

los aminodcidos con configuracidn "L" son constituyentes de protefnas.

isdoero D isémero L

Figura 7. Configuracidn de los isémeros "D" y “L" de aminodcidos.

Existen 20 aminodcidos constituyentes de proteinas. La variedad de
funciones en las que intervienen las proteinas es el resultado de su
diversidad y gran ndmero, debido a los distintos ordenamientos de los 20

aminodcidos, (tabla 5).

Algunos aminodcidos especiales se encuentran en proteinas., Estos
estdn formados por modificaciones de algdn aminodcido comin desples de que
ha sido incorporado a la cadena polipeptidica, por ejemplo: el coldgeno

tiene hidroxiprolina, que es el derivado hidroxilado del amincdcido Pro.
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Se han descrito otros aminodcidos distintos del grupo de Tlos 20
bisicos o sus derivados, pero no se han observado como constituyentes de
protefnas.

Los enlaces peptidicos de las protefnas se forman con la unién del
grupo carboxilico de un aminodcido con el grupo amino de otro.

De los 20 aminodcidos constituyentes de protefnas el hombre sdlo
puede sintetizar 10 los que no puede sintetizar se denominan esenciales y
tienen que ser suministrados por la dieta. En la tabla 5 se muestran los

aminodcidos esenciales y no esenciales.

Tabla 5. Conjunto bdsico de los 20 aminodcidos, en que se sefialan los

esenciales y Tos no esenciales.

No esencial Esencial

Alanina {Ala) Arginina (Arg)
Asparagina  (Asn) Histidina (His)
Aspartato (Asp) Isoleucina (Ile)
Cistefna (Cis) Leucina (Leu)
Glutamato (Glu) Lisina (Lis)
Glutamina (G1n) Metionina (Meé)
Glicina {G11) Fenilalanina (Fen)
Prolina (Pro) Treonina (Trn)
Serina (Ser) Triptéfano  (Trp)
Tirosina (Tir) valina (val)




La cadena lateral confiere caracteristicas propias a cada amonodcido.
Asi se tienen aminodcidos con cadena lateral alifitica, dentro de los que
se encuentran la G1i, 1la Val, 1a Leu y la Ile. Dos aminodcidos, la Ser y
1a Trn tienen una cadena lateral hidroxflica alifdtica. Existen tres
aminodcidos aromdticos la Fen, la Tir y el Trp. Otros aminodcidos muestran
cadena lateral cargada a pH fisioldgico; 1la Lis, la Arg y la His tienen
carga positiva, el Asp y el Glu tienen carga negativa. Los derivados no
cargados de estos dos aminodcidos son la Asn y la Gln, que contienen un
grupo terminal amino en vez de un grupo carboxilico. Los aminodcidos Met y
Cis contienen un &tomo de azufre en su cadena lateral. Finalmente se tiene
la Pro, que propiamente no es un aminodcido sino un iminodcide, pues
contiene un grupo amino secundario en vez de uno primaric (23).

La biosintesis de aminodcidos no esenciales es comin para algunos
aminodcidos y se producen por reacciones relativamente sencillas.

El Glu presente en cantidades apreciables en gran ndmero de
orotefnas, es primordial en la biosintesis de varios aminodcidos, En 1la
mayoria de los aminodcidos no esenciales sus grupos «-amino derivan del
Glu. Por otra parte el Glu es sintetizado a partir de a-cetég]utarato y

N (Figura 8).

oo’ €™
ERR) KADPE  RaDE" n~é-nn',
N, e ba, o+ W > ¢
. Cay —r CH2 .+ Hp
¢ o Shy
€Go” coe”
“=-cetoglutarato L-glutacato

Figura 8. Sintesis del Glu a partir de =-cetoglutarato y NH4+. La
reaccién es catalizada por la glutamato deshidogenasa que puede utilizar
HADPH o NADH como reductor
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La Ala y el

correspondientes en reacciones catalizadas por transaminasas,

piridoxal
«~amino {figura 9).

La Gln es

catalizada por la glutamina sintetasa,

hidrélisis de ATP.

Asp son sintetizados a partir de

fosfato como coenzima y en las que el Glu es donador del

sintetizada a partir de Glu y de N

sus o¢-cetodcidos
actuando el
grupo
T recacién

en upa

con energfa proporcionada por 1la

La aparagina se sintetiza mediente una via similar a partir de Asp
(figura 10). R
[N goo” gou”
Se7 H-C.NHy coo” [
c=o + %Hz H-C-WHY ¥ ¢4y
CHy city. City ¢=0
00 €00
piruvato Eluteaato alanine  =-cetoglutarais
- [ €00”
[N
il He & coo” cu
1 ) o, ve
€=0 , Gy ——— H-C-W} . cHp
céu? Glia oty c=0
coy c c00”
04 N 04 No-
oxaloacetato glutamato napartato ~~getoglutarato

Figura 9. STntesis de Ala y Asp a partir de Glu.
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Figura 10. Sintesis

respectivamente.

ATP

de Gln y Asn

CHay - ADP &+ Pi + H

C-Hii
& 2

&lutacing

3
fhe

o#C Mz

nEnaragina

a partir de Glu y Asp,
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La Pro es sintetizada a partir de Glu mediante una reduccidn de su
grupo carboxflico hasta un aldehido. La ciclizacién con pérdida de agua
libera .a'-pirrolina-carboxilato, que es reducida hasta Pro (figura 11).

La Ser se sintetiza a partir de 3-fosfoglicerato, que es un
intermediario en la glucélisis. E1 primer paso es una oxidacién hasta 3-
fosfohidroxipiruvato, el cual es transaminado hasta 3-fosfoserina y ésta

es hidrolizada para dar Tugar a Ser {24) (figura 12).

[ £oo”
H-C.iiNy v HeCelin) _
Gy mapd gt BTy gy MAG—ely ey HE—— gy
O, — e . O, —wt® | e i H,C cH
& . S n " coo” SR Scoo
2 M L
<o LG
0
plvlazato  glutdsico Qtepirroling
¥-zczialdenfoo S-carzoxilsto protina
Figura 11. Sntesis de Pro.
oo™ ¢oo” [ €00~
H-COH oo c=0 : &=
T vt mpor § Elutasuto w~cetoglutarato H-GMy o pyl-C-HHY
Cilp —mme i, 2 [ P e Sy )
Ry orol’ broly e
y 3 oro} on
3-fosfoglicerstc  Z-focfohidrox) J=fosfoserina serinas
Piruvato

Figura 12, Sintesis de Ser a partir de 3-fosfoglicerato.

Otra alternativa posible en la sintesis de Ser es que la oxidacién y
la transaminacidén del 3-fosfoglicerato sea precedida por la hidrélisis del
grupo fosfato (figura 13).

La Gl deriva de la Ser mediante una reaccidn compleja que es
catalizada por la serina transhidroximetilasa, con participacidn de dos
coenzimas; piridoxalfosfato y tetrahidrofolato. E1 enlace entre el carbonoe.

ypes labilizado siguiendo la forma de una base de Schiff entre 7a Ser y
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el piridoxalfosfato. El 4dtomo de carbono es transferido hasta el
tetrahidrofolato, un transportador de unidades de dtomo de un carbone

(figura 14).

cuo”

B-C.0h naD hapy 00 oo oo
éH2 ST H-CeLh c=0 H-C-liy
c'rof" CHa-vn CH 5-O0H CHy-0H

3~fosfoglicerato glicerato hidroxioiruvato serina

Figura 13. Sintesis alternativa de la Ser.

. pet{1dn- -
§00°  tetranldrofolato te trahidrofolats  $00°

H-C-fEy — : H-C-ney
cHy O H

serina £licina

Figura 14. Sfntesis de G1i a partir de Ser,

La homocisteina es un intermediario en la sintesis de la cistina,
ademds de ser un precursor en el ciclo del metilo activado. La unidn de 1a
Ser y de la homocistina da lugar a la cistationina. Esta reaccién es
catalizada por 1la cistationina sintetasa con piridoxalfosfato como
coenzima. La cistationina es desaminada y dividida en Cis y «-cetobutirato
por la cistationinasa, que es otra enzima que usa piridoxalafosfato como

coenzima {figura 15).

)

N o7
¢ . N Oer®
H-C-tiky B-Comy M0 feo
o, + &y —_— = =
i, [ "
cx e 2
i Gk &
s H
hosocietelna serina ¢#SNp-  ~ecetotutirato  cistefns

cistationing

Figura 15. Sintesis de Cis a partir de Ser.
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Finalmente la Tir proviene de la hidroxilacidn de Fen en una reaccion

catalizada por la fenilalanina hidroxilasa (25) (figura 16)

(',100 coo”
HeCuNH 3 HeCaiH
CH CcH
- 2
i =
P
CH
fenilalanina tirosina

Figura 16. Sintesis de Tir a partir de Fen.

La biosintesis de aminodcidos es regulada por retroinhibicidn o
control “feedback", en Ta que Ta concentracidn del aminoicido es la sefial
que regula la sintesis del mismo. Esto es, una concentracién alta de un
aminodcido inhibe una o mds enzimas que intervienen en su sintesis. Cuando
la concentracidn disminuye se estimula l1a sintesis del aminodcido (26).

Los aminodcidos ademis de ser constituyentes de protefnas y péptidos,
sirven como precursores de muchos tipos de moléculas con funciones
biotdgicas importantes. Las purinas y pirimidinas son derivadas en parte
de los aminodcidos. La esfingosina, un intermediario en la sintesis de
esfingolipidos, procede de la Ser. La histamina, un potente vasodilatador,
deriva de la His, La tiroxina es un precursor de las hormonas tiroxina y
epinefrina, asi como también de la melanina, que es un pigménto
polimérico. La serotonina, un neurotransmisor y el anillo nicotinamida del
NAD" son sintetizados a partir del triptofano. La Gln proporciona el grupo
amida de 1la nicotinamida. Las porfirinas son sintetizadas a partir del
succinil CoA.

E1 exceso de aminodcidos necesarios para la sintesis de proteinas
p p
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otras biomoléculas, no puede ser alamcenado en la célula, como sucede con
los dcidos grasos y la glucosa, ni tampoco pueden ser excretados, Dicho
excedente de aminodcidos es utilizado como combustible metabdlico. La
mayorfa de los grupos amino de los aminodcidos sobrantes son convertidos
en urea, mientras que sus esqueletos carbonados son transformados en
aceti1CoA, acetoaceti1CoA, o uno de los intermediarios del ciclo de la
dcido citrico. Asf pues, los dcidos grasos, cuerpos cétonicos y la glucosa
pueden formarse a partir de dichos aminodcidos (27).

La degradacidn de aminodcidos la realizan Tlos mamiferos
principalmente en el higado. El1 grupo =<-amino de muchos aminodcidos es
transferido al «¢-cetoglutarato, por medio de transaminasas, para formar
Glu, el cual es desaminado oxidativamente 1iberando NH4+. reaccion
catalizada por 1la glutamato desidrogenasa en la que interviene n* o

Napp* (figura 17).

- foc g0 RAD | KADH il
“.‘.c"fg“, . g:“ 5‘“’0 H-C-Ni ° naop sADen  SHp
C-Niy CH C=0 + CHp + K0 __\ N+ CHy
R CH, R cip c=0
coo” coo” €oo”
=-pninofctdo a-cetogluta ~-cetodeido flutazato =~=-cetoglutarato
o

Figura 17. Transferencia del grupo o<-amino a «-cetoglutarato.

La Ala, que también es abundante en los tejidos de los mam{feros,
interviene en la transferencia de un grupo amino hasta el piruvato (figura

18).

‘coo'. gue” o0 cou”
HeCeHy . €0 7T T CR0 - miColy

oy R Chy
~=auinofsido niruvato ~=cetodeico alanina

Figura 18, Tranferencia del grupo amino a piruvate.
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La Ser y la Trn pueden ser desaminadas directamente por reacciones
. catalizadas por serina deshidrogenasa y treonina deshidrogenasa (figura
19).

ceo” oo™ oot coo”

. . ;

R I AL RS =0
1’:}(2 CHy HO-C - o,

o CHy City

serina piruvato treonina  w=-cetobutirato

Figura 19. Desaminacién de Ser y Trn.

El NH4+ que se produce en las reacciones de desaminacién, es
utilizado en la bfosintesis de compuestos nitrogenados, el excedenete es
transformado en urea y prosteriormente excretado.

La urea es sintetizada mediante el ciclo de la urea (figura 20).

arginina
i
fusarata 20
0
L
> Hoh-C-KH,
arginosuccinato ornitina
cartanoil focfato
aspartato h-C-tk
LindH) citruline °
Cop + HH}

Figura 20. Ciclo de la urea.

Uno de los dtomos de nitrégeno proviene del NH4+, mientras que el
otro proviene del Asp. E1 dtomo de carbono proviene del COZ' La ornitina
es el transportador de los dtomos de carbono y nitrdgeno en el ciclo de 1a
urea (figura 21).

La sintesis de fumarato a partir del ciclo de la urea es importante,

ya que liga el ciclo de la urea con el ciclo del dcido citrico,
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Figura 21. Sintesis de urea.

E1 fumarato es hidratado a malato, el cual es oxidado a oxalacetato.
Este intermediario clave puede tener varios destinos: puede  ser
transaminado hasta Asp, puede convertirse en glucosa por via de 1la
gluconeogénesis, o bien, puede unirse a acetilCoA para formar citrato,

(28).
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AMINOACIDOS AROMATICOS

Fenilalanina.

@- cu;-gq‘-?cuou
Trastornos en el metabolismo de fenilalanina.- Las enfermedades
producidas por trastornos en el metabolismo de 1a fenilananina son
conocidas como hiperfenilalaninemias, ya que en todas se presentan niveles
elevgdos de Fen en sangre, aunque debidos a diferentes causas. La
fenilcetonuria cldsica es, no sdlo la hiperfenilalaninemia mds comin, sino

también la aminoacidopatfa mds frecuente y la mds estudiada.
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Figura 22. Vias en el metabolismo de Fen. Las anomalias congenitas se
exponen en forma de barras que cruzan las flechas de reaccién. El1 nombre
del defecto o defectos asociados se incluyen en el recuadro mds préximo.
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Fenilcetonuria.- Este trastorno fue primeramente descrito por Folling
hacfa 1934 (29) al observar la excresidn de grandes cantidades de dcido
fenilpirdvico en 10 pacientes que mostraban deficiencia mental. Folling
designé este trastorno como oligofrenia fenilpirivica, nombre que ha cafdo
en desuso. El termino fenilcetonuria, empleado en Ta actualidad fue
introducido por Penrose y Quastel, debido a la excresign aumentada del
dcido fenilpirdvico y otras fenilcetonas, aunque el tratamiento puede
detener temporalmente la eliminacidn de estos metabelitos (30).

En condiciones normales la Fen dietética que no se utiliza para 1la
sintesis protefca es degradada por via de la Tir, (figura 22). La
conversién de Fen a Tir es mediada por la enzima fenilalanina hidroxilasa,
En 1953 Jervis demostrd que la fenilalanina hidroxilasa del higado de los
pacientes fenilcetondricos era inactiva. En ausencia de actividad de 1a
enzima, la concentracidn de Fen en sangre aumenta y para su degradacidn se
activa la via alternativa del dcido fenilpirdvico que normalmente tiene un
flujo reducido. La Fen es transaminada a 4cido fenilpirdvico por la enzima
fenilalanina transaminasa y degradada a otros metabolitos que junto con el
exceso de Fen son eliminados por la orina, (figura 22).

En los mamiferos 1a conversidn de Fen a Tir es irreversible. Kaufman
y Levenberg encontraron que la fenilalanina hidroxilasa puede ser
fraccionada en dos componentes proteinicos diferentes en su estabilidad al
calor {31). La enzima I, la fraccidn 1dbit al calor, que fue encontrada
en higado, rifones y pdncreas pero no en cerebro, es deficiente en 1la
fenilcetonuria, se ha encontrado que existe en forma de dos isoenzimas en
el higado fetal humano (32,33). La enzima II, estable al calor,

dihidropteridina reductasa, estd presente en cantidades normales. La
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hidroxilacién de Fen también requiere niacin-adenin-dinucledtido fosfato
reducido, (NADPH), hierro reducido, oxigeno y una dihidrobiopterina. E1l
cofactor es convertido a tetrahidropteridina en una reaccidn catalizada
por la dihidropteridina reductasa. La tetrahidropteridina reducida
participa directamente en la hidroxilacién de Fen y la adicidn de
pteridina reducida, oxigeno y Fen a la enzima ocurren secuencialmente,
(34) (figura 23).

=
<—\ CH 5 CH-CuolN HO —\’”f} CH - Cit~COOH
==/ i, N =/ ",

Enzima I

fenilalanina ’/’A - v, tirosina
. K//// +
Titrahidronteridina tetrahidronteridina
reducida

oxidarn #,0

Figura 23. Mecanismo de hidroxilacidn de Fen. E1 factor termoldbil,
enzima I, es deficiente en la fenilcetonuria., La enzima 1II,
tetrahidropteridina, ~convierte la tetrahidropteridina oxidada en su forma
reducida.

Debido a la deficiencia parcial del cofactor y probablemente también
a la fraccidn II, la actividad de la fenilalanina hidroxilasa en el higado
fetal es menor que en el adulto. La actividad de la enzima alcanza los
niveles normales hasta el tercero o doceavo dia después del nacimiento,
pero hasta entonces los niveles de Fen en el suero son algo mayores que en
los adultos o infantes de mayor edad. Este efecto es mds pronunciado en
los infantes prematuros.

Manifestaciones clinicas.~ Los nifios afectados por la fenilcetonuria
parecen normales al nacer, alin durante el primer afio de vida hay pocas

evidencias del trastorno. Después del primer afio, las caracterfisticas
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clinicas empiezan a hacerse mis evidentes. En la fenilcetonuria no tratada
1os niveles hemdticos de Fen se elevan rdpidamente en el periodo neonatal
puediendo alcanzar niveles de 60 a 80 mg/dl, estas concentraciones
anormales producen casi siempre lesiones del cerebro que se estd
desarrollando. No se conoce claramente el mecanismo por el cual se
producen dichas Tlesiones, por razones también desconocidas algunos
enfermos escapan al retraso mental (35).

E1 nifio afectado puede presentar manifestaciones clinicas de
detencién del desarrollo del cerebro a los cuatro meses de edad y
eventualemnte, puede aparecer retraso mental moderado o grave con conducta
esquizoide. Estos nifios tienen bajo peso al nacer, existe un incremento de
la frecuencia del vémito en la primera infancia y en algunos infantes se
ha sugerido estenosis pildrica. Se han reportado alteraciones en la piel,
dientes y huesos, microcefalia que estd mds marcada en los pacientes con
bajo grado de desarrollo intelectual. Maxilares prominentes con wuna
consecuente anchura de los espacios 1interdistales. Presentan un olor
caracterfstico atribuido a la presencia de 4cido fenilacético,
especialemente notorio en los pacientes con hiperhidrosis (36).

La deficiencia en la pigmentacién de piel, cabello y ojos es una
caracteristica de los enfermos fenilcetondricos, los pacientes presentan
una complexidn mds clara que el resto de sus hermanos que no estdn
afectados por el trastorno. Miyamoto y Fitzpatrick han sugerido que esta
deficiencia en la pigmentacién se debe a la inhibicidn devia tirosinasa,
enzima que cataliza la oxidacién de Tir a dihidroxifenilalanina (DOPA),
por Tlos niveles altos de Fen. La DOPA es un precursor de Ta melanina que

pigmenta piel, ojos y cabello (37) (figura 24).
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La mayorfa de los enfermos presentan cambios neuroldgicos tipicos que
van paralelamente desarrollados con el grade de retraso mental, presentan
un cociente intelectual menor de 50, Paine ha reportado ataques
convulsivos en 26 % de sus pacientes y Jervis ha reportado 418 pacientes
con este tipo de convulsiones (38). Los ataques generalmente comienzan
entre 1os 6 y los 18 meses de edad y se detienen espontdneamente antes de
la edad adulta. La mayorfa de 1los pacientes tienen patrones
electroencefalogrdficos anormales. Por lo general son pacientes temerosos,
hipercinéticos e irritables, aungue algunos pueden mostrar un
comportamiento apenado, timido y ansioso. Los pacientes con alto grado de
afectacidn muestran gran temor a la oscuridad.

La mayorfa presenta hipertonicidad muscular, aunque en algunos casos
se ha presentado hipotonfa, otros muestran reflejos anormales de Tos
tendones, movimientos anormales de cuerpo, también se han reportadoe
temblores en las manos, que en ocaciones se pueden extender a otras pértes
del cuerpo (39).

Los nifios nacidos de madres fenilcetondricas pueden ser retrasados
mentales, adn cuando sean solamente heterocigotos para ese caracter,
debido al daiio sufrido dentro del dGtero. Lla incidencia del retraso mental
en la descendencia parece estar correlacionada con el grado de elevacién
de Fen y de eliminacién de dcido fenilpirdvico en la madre. La incidencia
de abortos espontdneos en estas madres es alta (35).

Herencia.- La fenilcetonuria se hereda en forma autosémica recesiva.

Diagnéstico.~ Para realizar un diagndstico presuntivo se pueden hacer
pruebas de tamiz metabGlico, en las que se incluye cromatograffa en capa

fina de sangre, a fin de medir la concentracidn de Fen o cromatografia de
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orina para detectar dcido fenilpirdvico (40). La prueba de FeC]3 puede
emplearse también como método cualitativo para detectar dcide
fenilpirdvico en orina, sin embargo, el limite de deteccidn de este método
es de 0.5 mg/ml y se han reportado casos de pacientes con fenilcetondria
que no fueron detectados con esta prueba, (41) por To que es mis confiable
medir la concentracidn de Fen sangufnea mediante el ensayo de 1inhibicidn
bacteriana de Guthrie (42).

Debe tomarse en cuenta que al momento del nacimiento los niveles de
Fen en sangre son normales o ligeramente aumentados, 1a Fen no aparece en
orina hasta que 1los niveles en plasma 1legan a 30 mg/dl y el dcido
fenilpirivico aparece en orina cuando la concentracidn sanginea de Fen es
de 15 mg/dl, por lo que la toma de muestra para el didgndstico no debe
realizarse inmediatamente después del nacimiento. Ademds, se sugiere que
los pacientes con resultados negativos sean reexaminados mediante pruebas
en orina 4 a 6 semanas después del nacimiento (43).

E1 diagnéstico se cqnfirma por medicidn quimica de Fen en sangre que
puede realizarse por métodos espectrofluorométricos (44).

La fenilalanina hidroxilasa no se expresa en fibroblastos, por lo que
el diagndstico prenatal por andlisis enzimdtico en flufdo amnidtico no es
posible, Sin embargo, se puede realizar diagndstico prenatal y deteccidn
de portadores por andlisis del ADN, wutilizando tecnologia de ADN
recombinante (45) (para informacidn sobre los métodos de diagndstico
consultar apéndice o referencias).

Tratamiento.~ E1 tratamiento de la fenilcetonuria se ha 1levado a
cabo por medio de una dieta regular baja en Fen (30 a 35 mg/Kg/dfa).

Debido a que la Fen es un aminodcido esencial, no puede disminuirse mds su
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concentracidn en la dieta, pues se ha observado que esto produce serfas
complicaciones, tales como: crecimiento pobre, hepatoesplenomegalia,
infecciones repetidas, hipoglicemia, erupciones cutdneas, diarrea,
Tetargia, anorexia y anemia (46).

Es 1importante iniciar el tratamiento lo mds pronto posible, ya que
una vez iniciado el dafio cerebral, éste es irreversible. Para esto es
necesario también establecer el diagndstico lo mds temprano posible (47).

Se cuenta en la actualidad con preparados comerciales de leche que
contienen cantidades pequefias de Fen, pero cantidades normales de 1los
otros aminodcides, con adicién de carbohidratos y grasas, para el
tratamiento durante el periodo neonatal y la primer infancia.

Existe controversia acerca de la edad de terminacidn del tratamiento,
algunos han sugerido que sea a Tos 4 afios, sin embargo, los pacientes asf
tratados han mostrado disminucidn intelectual, en otros pacientes se ha
suprimido la terapia hasta los 6 u 8 afios, pero no se tienen reportes del
desarrollo posterior de estos pacientes {48).

Las mujeres fenilcetonlricas requieren un tratamiento durante el
embarazo para mantener dentro de limites aceptables sus niveles de Fen,
teniendo en cuenta que el aminodcido es necesario para el crecimiento y
desarrollo del feto. Existen preparados comerciales para estos casos con

la cantidad apropiada de Fen (49, 50).

Otras hiperfenilalaninemias.~ Se han reportado otros tipos de
hiperfenilalaninemias, en uno de ellos los infantes son asintomdticos al
nacer y son detectados por tamiz .metabflico para deteccién de

fenilcetonuria. Los pacientes con frecuencia son manipulados como
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fenilcetoniricos. Se sospecha que estos individuos no necesitan una dieta
especial y que no hay riesgo de incremento de la deficiencia neuroldgica o
retraso mental. Sin embargo, en algunos pacientes la Fen se encuentra
elevada en suerc en las primeras semanas de vida, cuando se desarrolla el
cerebro, por 1o que se presume tengan mis riesgo de dafio cerebral, en
estos casos se puede recomendar una dieta baja en Fen.

No se ha reportado cual es el defecto metabdlico en estos casos.

La forma de herencia es autosémica recesiva (51).

Otra variante de hiperfenilalaninemia es la debida a deficiencia de
transaminasa, en este caso la anomalfa de estos pacientes no puede ser
detectada excepto por un tamiz metabélico para hiperfenilalaninemia. La
maduracién retardada de la hiperfenilalana transaminasa puede producir
aumento de la Fen en sangre, pero estos nifios no pueden producir dcido
fenilpirdvico, debido al bloqueo metabdlico, (figura 22), adn cuando sus
niveles sanguineos de Fen se aproximan a 30 mg/dl. Estos datos pueden
servir para diferenciar de otras hiperfenilalaninemias. Los pacientes
alcanzan niveles normales cuando no son expuestos a una dieta alta en
proteinas.

E1 trastorno se hereda en forma autosdmica recesiva (52).

Otra variante, debida a deficiencia de dihidropteridina reductasa, ha
sido reconocida recientemente. Se aprecié por dificu]tade; en la
alimentacidn a los pocos dias del nacimiento, chock, ataques convulsivos
progresivos en el periodo neonatal, retraso aparente del desarrollo a los
5 meses de edad y los sintomas no responden a restriccidn dietética de
Fen. A los 18 meses de edad se ha perdido virtualmente todo movimiento y

la conciencia. E1 electroencefalograma es toscamente anormal, el
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crecimiento fisico es normal a pesar de la deficiencia neuroldgica global
(53).

Se han reportado pacientes con esta deficiencia en los cuales el
curso de la enfermedad fue distinto. Kaufman demostrd el defecto
enzimitico en hfgado, cerebro y fibroblastos cultivados. Se administrd
dcido ascdrbico en un intento por proveer una reduccidn enzimdtica de la
dihidropteridina, sin beneficio aparente. Se ha observado que 1la
tetrahidrobiopterina no entra fdcilmente en el cerebro de 1la rata. Se
presume que las deficiencias neuroldgicas son debidas a una deficiencia
secundaria en la formacién de neurotransmisores, tales como: dopamina,
epinefrina, norepinefrina y serotonina. Kaufman y sus colaboradores han
sugerido que Jos sustratos provistos que no requieren hidroxilacidn,
tales como 5-hidroxitriptofano y DOPA, ofrecen un potencial de acceso mis
esperanzador, Este hecho estd basado en que la dihidropteridina reductasa
es requerida para la hidroxilacién de Tir y Trp, (54,55) (figura 23).

Danks y sus colaboradores han reportado un paciente similar al que
trataron con grandes dosis graduadas de tetrahidrobiopterina intravenosa.
Observaron una cafda en los niveles séricos de Fen, no hubo respuesta a la
administracién oral, que pudo ser el resultado de una falla en 1la
absorcidn gastrointesinal o degradacién del compuesto 1dbil. La
administracidn intravenosa disminuyé los niveles de Fen en sangre, por lo
tanto, la tetrahidrobiopterina puede funcionar como un cofactor "in vivo"
(56).

La transmisidn de esta variante se realiza en forma autosémica
recesiva.

Se ha reportado otro tipo de hiperfenilalaninemia en el cual el
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paciente tiene hiperfenilalaninemia y sintomas clinicos que no responden a
la restriccidn dietética de Fen. Se pensé que el primer paciente tenfa
deficiencia de la dihidropteridina reductasa, siguiendo la demostracién de
Kaufman, pero secundariamente el paciente mostré actividad normal de la
fenilalanina hidroxilasa hepdtica, 1la dihidropteridina reductasa, 1la
fenilalanina hidroxilasa estimulada con proteina y la tetrahidrobiopterina
(57).

Siguiendo 1la sugerencia de Kaufman, Bartolomé y Byrd trataron este
paciente, el cual tenia un bloqueo indefinjdo pero funcional de 1la
dihidropteridina reductasa, con DOPA, L-5-dihidrotriptdfano y carbidopa,
durante 9 meses con este régimen el nific mejoré progresivamente.

Pocos casos de este tipo se han reportado, en uno de ellos los
derivados de biopterina en suero y orina fueron anormales. La reduccidn de
la cantidad de éstos derivados puede ser estimada por una reduccidn en
7,8-dihidrobiopterina comparada con la de individuos normales. Un modelo
similar se encontrd en el paciente de Kaufman,

La forma de herencia es autosémina recesiva (58).

En otras situaciones tales como aciduria metilmandélica, aciduria p-
hidroxifenilacética, tirosinemia neonatal y tirosinemia hereditaria se

observan niveles elevados de Fen en sangre (59).

48



Tirosina

Ho CHp-CH-COOH
U 2 Ky

Trastornos en el metabolismo de la tirosina.- Entre las enfermedades
del metabolismo de Tir destacan las hipertirosinemias, la alcaptonuria, el
albinismo y la hawkisinuria, Dentro de las hipertirosinemias se han
descrito varias subclasificaciones para los mismos trastornos, en el
presente trabajo se clasificardn de la siguiente manera: Tirosinemia
neonatal, tirosinosis Medes, hipertirosinemia persistente o sindrome de
Richner-Hanhart, tirosinemia hereditaria o tirosinosis Sakai y tirosinemia
asocfada con enfermedad hepdtica.

Dentro del metabolismo de la Tir existe un estado caracterizado por
la excresidn urinaria de la Tir, d4cido p-hidroxifenilpirdvico, dcido
fenildctico y dcido fenildcetico conocido como tirosiluria, que puede
estar acompafiado de diversas manifestaciones clinicas (60).

Tirosinemia neonatal.- Se ha estimado que el 30% de los infantes
prematuros y un 10 % de los que llegan a término muestran niveles elevados
de Tir en el suero, esto se cree que se debe a que las enzimas que
catalizan los primeros pasos del metabolismo de 1a Tir, especialmente 1la
p-hidroxifenilpiruvato oxidasa, que cataliza el paso del dcido p-
hidroxifenilpirdivico a dcido homogentisico, (figura 24) no estdn
adecyadamente desarrollados al nacer, (61, 62). Algunas veces puede
corregirse ei defecto con la administracién de vitamina C, (63) ya que se
ha observado en experimentos con animales, que esta vitamina protege la p-

hidroxifenilpiruvato oxidasa y la previene de inhibicidn por el sustrato,
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por ésto en algunos casos de escorbuto se ha observado tiresiluria. En la
actualidad, este trastorno ha sido revisado por Scriber y Rosenberg,
quienes han ol;servado que 1a tirosinemia neonatal generalmente desaparece
a las pocas semanas del nacimiento, aunque en algunos casos persiste

durante varios meses. sdrensiina
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Figura 24, Vias en el metabolismo de la Tir, en las que se marcan los
defectos enzimdticos por blogueo de las flechas de reaccidn y Junto se
indica el nombre del defecto. En el caso de defectos no probados se
adiciona un signo de interrogacién.
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Una reduccidn de la ingestidn de protefnas de 2 a 3 g/Kg/dfa puede
corregir esta condicidn, asf como también una dosis extra de vitamina C,
(64).

Mamunes ha reportado casos en los que la tirosinemia neonatal no es
inocua, se le ha asociado con letargia (62) desarrollo motriz deficiente y
dafio en el desarrollo intelectual, se ha observado que los sintomas
mejoran al corregirse la tirosinemia.

Los nifilos afectados por este trastorno muestran una elevacién
secundaria de Fen en el suero, la cual responde a una disminucidn de

protefnas en la dieta (64).

Tirosinosis Medes.~- En 1932 Grace Medes observéd el dnico caso
descrito de tirosinosis, el cual se excretan grandes cantidades de dcido
p-hidroxifenilpirdvico en la orina y una pequefla cantidad de d&cido p-
hidroxilfenildctico, excepto al poner al paciente bajo una dieta ri;:a en
Tir, que aumentd la concentracidén urinaria de dcido p-hidroxifenildctico.
Medes propuso que el defecto enzimdtico se encontraba en los primeros
pasos del catabolismo de la Tir y aunque no se demostrd, se pensé que se
trataba de una deficiencia en la actividad de l1a p-hidroxifenilpiruvato
oxidasa hepdtica, puesto que se excretaban grandes cantidades de dcido p-
hidroxifenilpirdvico y al administrar 4cido homogentisico, ain en grandes
cantidades, era totalmente metabolizado, as{ que se pensd que el defecto
tendria que estar entre estos dos pasos {65) (figura 24). Meister propuso
que el Jdcido fenilpirlvico, que es catalizado por la misma enzima, es
reducido por la lactato deshidrogenasa del misculo.

Otros autores también han repotado defectos enzimdticos en Jos



primeros pasos del catabolismo de ta Tir, sin embargo, no estdn de acuerdo
con la localizacidn del defecto propuesto por Medes.

No pudo evidenciarse ningin sintoma con relacién al defecto
metabdlico.

Por ser éste el linico caso reportado no se tienen datos acerca de 1la

forma de herencia, diagndstico o tratamiento (66).

Hipertirosinemia persistente o sindrome de Richner-Hanhart.- Es un
padecimiento raro, pocas veces descrito en la literatura, se han reportado
algunos pacientes que mantienen un tipo de tirosinemia sin enfermedad
hepdtica o renal (67). Bajo un régimen dietético normal muchos de ellos
tienen concentraciones de Tir en sangre de 20-50 mg/dl y presentan datos
clinicos comunes, por eso se han clasificado en este grupo. Sin embargo,

no se ha demostrado que todos tengan la misma anomalfa biogquimica.

—_

Se  excretan por a orina grandes catidades de Tir y p-
hidroxifenip*lAruvato (68).

Se ha reportado que esta enfermedad se produce por una deficiencia de
tirosina aminotransferasa hepdtica, la excresién de p-hidroxifenilpiru-
vato, el producto de la enzima faltante, ha sido explicade por
tansaminacidn por la iscenzima mitocondrial, aspartato aminotransferasa,
en tejido extrarrenal y extrahepdtico que no tienen actividad de p-
hidroxifenilpiruvato oxidasa (69, 70).

Esta isoenzima mitocondrial que puede transaminar Tir sélo a altas
concentraciones, puede ser separada a partir de tirosina amino-
transferasa en virtud de su alto punto isceléctrico (71). En algunos cases

se ha medido la actividad de estz enzima en el citosol del higado y se ha
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reportado ausencia total (72). La tirosina aminotransferasa estd presente
en el hfigado fetal humano desde el final del primer trimestre de vida.
Sin embargo, 1a actividad es baja en el higado fetal humano y en el higado
de infantes prematuros.

El grado de tirosinemia de estos pacientes es generalmente mayor que
en los pacientes con tirosinosis hereditaria con enfermadad hepatorrenal.

Manifestaciones clinicas.- Este sindrome estd caracterizado por
retraso mental, nistagmos, hiperqueratosis palmar y plantar, nublamiento
ocular, erosiones y ulceraciones dendriticas de la cdrnea. La gran
concentracidn de Tir en suero ocasiona depdsito de cristales de Tir en los
ojos y en la cérnea, esto y la posible activacidn 1lisosomal ' producen
inflamacion en la cdrnea y en 1a piel. Algunos pacientes presentan
microcefalia, anormalidades congénitas y trastornos neuroldgicos (73, 74),

Herencia.- Este sindrome se hereda en forma autosémica recesiva.

Diagndstico.~ Después de realizar el tamiz metabdiico >para
aminodcidos, a fin de orientar el diagdstico, pueden hacerse pruebas para
detectar Ja concentracién de Tir en sangre y orina y medir la
concentracidn de  dcido p-hidroxifenilprirdvico (75). Una persistente
tirosinemia, aln en dietas bajas en Tir es caracteristica de esta
condicidn.

La medicién de la actividad de la tirosina aminotransferasa hepdtica
confirma el diagndstico (76). (Para informacién sobre los métodos de
diagstico consultar apéndice o referencias).

Tratamiento.- Una dieta pobre en Tir puede corregir la anomalia
bioquimica y produce la curacidn de las lesiones oculares y cutdneas,

(77).
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Tirosinemia hereditaria o tirosinosis Sakaf.- En 1956 Baber hizo 1la
primer descripcidn de tirosinemia hereditaria al observar un paciente con
cirrosis hepdtica congénita, defectos tubulares renales con aminoaciduria
caracteristica y raquitismo resistente a vitamina D (hipofosfatémico),
(78). Sakai y colaboradores en 1959 reportaron otro paciente con sintomas
clinicos similares y con produccidn de aciduria p-hidroxifenildctica, al
examinar el metabolismo de Tir encontraron hipertirosinemia, tirosiluria y
baja actividad de la p-hidroxifenilpiruvato oxidasa hepdtica. Por lo que
se pensé que el defecto se debia a inactivacidn de esta enzima, sin
embargo se ha planteado que no es este el defecto primario de 1la
enfermedad, puesto que en otros trastornos como en la tirosinemia neonatal
en que la actividad de la enzima no ha madurado no se presenta dafio
hepatorrenal, ademds se han reportado niveles bajos de otras enzimas del
metabolismo de Tir y de otras vias catabGlicas como la de la Met. Se han
postulado varios bloqueos metabdlicos, un reporte mds reciente de Berger y
colaboradores indica que el defecto se debe a deficiencia en 1a actividad
de la fumarilato acetoacetasa, enzima que cataliza el paso de &cido
fumarilacetoacético a dcido fumdrico y dcido acético (79, 80) (figura 23).

Manifestaciones clinicas.- Los primeros sintomas son fallas en el
desarrollo, vémitos, diarrea, distencidn del abdomen, disnea, combinados
con edema, ascitis, raquitismo y hepatoesplenomegalia, en algunos casos se
ha presentado retraso mental moderado a grave, sin que sea un hallazgo
tipico de este desorden.

La enfermedad puede cursar en forma aguda crdénica. En la forma aguda
los sintomas aparecen en el primer mes de vida y resulta ser fulminante,

hay falla hepatorrenal, degeneracidn de grasa hepdtica, frecuentemente
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asociada con fibrosis hepdtica extra o intralobular. Hay manifestaciones
hemorrdgicas graves como melena, hematesis, hematuria y equimosis,
posteriormente siguen ascitis, ictericia, letargo, coma y muerte que
generalmente sobreviene entre los 3 y 8 meses de vida. Si el paciente
togra sobrevivir sufre una enfermedad heparrenal crénica, con un comienzo
mds tardio y un lapso de vida mis largos con o sin exacerbaciones agudas;
cursa con cirrosis nodular, sindrome de Fanconi e hiperglicemia, los
hepatomas son comunes. La orina de estos pacientes presenta el olor
caracteristico de la Met (81, 82, 83)

Dentro de los hallazgos principales de Tlaboratorio se tiene el
raguitismo combinado con hipofosfatemia e hipofosfaturia debidas a 1la
reduccidén de la reabsorcidn tubular del fésforo. Otres signos de
disfuncidn renal son glucosuria, proteinuria e hiperaminoaciduria. Se han
encontrado cristales de Tir en Ta médula sea. Los valores de bilirrubina
directa ¢ indirecta estdn aumentados,los de fosfatasa alcalina y
colesterina total muy disminuidos. Son frecuentes la hipoproteinemia e
hipoprotrombinemia, Tlas transaminasas GTP y GOT estdn sélo ligeramente
aumentadas. Son comunes grados variables de hipoglicemia y alteraciones
raquiticas. En la fase crdnica estdn usualmente presentes trombocitopenia
y leucopenia. Desde el punto de vista anatomopatoldgico las principales
alteraciones son la cirrosis hepdtica y la dilatacidn de los tdbulos
renzles,

Gentz y sus colaboradores han reportado algunos pacientes con aumento
de la excresidm urinaria de dcido d-aminolevulinico con porfobilindgenc y
porfirias normales o ligeramente aumentadas, encontraron alta actividad de

la J -aminolevulinato sintetasa en el tejido del hepatoma, sugiriéndola
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como una causa del incremento urinario del dcido J -aminolevulinico. En
otros casos se ha reportado tirosinemia con deficiencia de d-
aminolevulinato dehidratasa con sintomas similares a porfiria aguda
intermitente, También se han observado metioninemia y fructuosuria en
algunos pacientes (84).

La excresidn de &cidos p-hidroxifendlicos, especialmente el dcido p-
hidroxifenildctico estdn marcadamente aumentados.

En el estado agudo no sélo hay incremento de Tir y Met, sino también
de hidroxiprolina, Pro, Ala, cistationina, Fen, etanolamina e His.

La aminociduria del estado agudo es similar a Ta del estade crénico,
sGlo que mds pronunciada.

Herencia.~ Se ha reportado que tanto la forma aguda como la forma
crdnica se heredan en forma autosémica recesiva.

Diagnéstico.- Despuds de realizar el tamiz metabdlico para
aminodcidos y encontar aumento en la concentracién de Tir pueden
realizarse pruebas para poner de manifiesto tirosinemia, tirosiluria,
aminoaciduria generalizada, glucosuria, proteinuria, hiperfosfaturia y
para medir la concentacién de dcido p-hidrofenilacético en orina, que
junto con la cirrosis hepdtica son caracteristicos del estado crénico. En
el estado agudo el diagndstico es mds dificil bioquimica y clinicamente.
La fructosemia y deficiencia de fructosa l.6-difosfatasa pueden parecer
relacionadas con tirosinemia hereditaria e hipetirosinemia asociada con
enfermedad hepitica, por 1o que es necesario diferenciar entre estas
condiciones por pruebas de carga de fructosa, galactosa, dcido ascérbico y
Fen (86).

Para establecer un diagnéstico definitivo puede medirse la actividad
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de la fumarilacetoacetasa (B6a). (para informacién sobre los métodos de
diagndstico consultar apéndice o referencias).

Tratamiento.- E1 tratamiento con restriccién de Tir y Fen en la dieta
ha contrarrestado la lesidn tubular renal, resultando exitoso sobretodo
en la enfermedad crénica con desaparecién de la  hipofosfaturia,
hiperaminoaciduria, glucosuria y proteinuria. Con frecuencia es curado el
raquitismo y el paciente empieza a crecer con mejoramiento general y
desaparicién de la acidosis y la ascitis. En los casos agudos no se ha

observado buena respuesta a esta terapia (87, 88).

Tirosinemia asociada con enfermedad hepdtica.- En algunos casos de
enfermedad hepdtica se ha encontrado reduccidn de la capacidad para
metabolizar Tir y otros aminodcidos. Scriver y Rosenbegr han puntualizado
que el escorbuto, hipertiroidismo, fibrosis quistica y otros desdrdenes
metabGlicos pueden reducir la tolerancia a Tir y producir hipertirosinemia
o tirosiluria,

La inhibicidn de las enzimas del metabolismo de Tir, especialmente la
p-hidroxifenilpiruvato oxigenasa, puede ser debida a causas indirectas. En
la hipertirosinemia asociada con enfermedad hepdtica existen varios
defectos especificos, se presenta fructosemia, galactosemia, cirrosis y
hepatitis como principales fallas c¢linicas. Existe un incremento en la
concentracién sanguinea de Tir y Met, se excretan por la orina otros

metabolitos de acuerdo a la condicidn y existe tirosiluria (89).

Alcaptonuria,- Este  trastorno del metabolismo de la Tir se

caracteriza por la acumulacidn en el cuerpo y la excresidn en la orina de



grandes cantidades de dcido homogentisico y sus productos de oxidacién, lo
que produce oscurecimiento de la orina, por polimerizacidn del 4&cido
homogent{sico.

Se tienen vreportes en la literatura de los siglos XVI y XVII de
personas que presentaban oscurecimiento de la orina, tales personas
pudieron haber tenido alcaptonuria. En 1859 Boedeker y Veber hicieron el
primer diagndstico de alcaptonuria, al observar que las propiedades
reductoras de la orina alcaptonirica eran diferentes a las de la glucosa,
dos afios después, Boedeker dié el nombre de "alkapton" a la sustancia
reductora, debido a 1la observacidn de que los alcalis aceleraban el
oscurecimiento de la orina, de aqui se derivé el nombre de alcaptonuria.
En 1891 Wolkow y Baumann identificaron la sustancia reductora como d4cido
homogentisico por su similitud con el dcido gentisico {acido 2,5-
dihidroxibenzico). Posteriormente en 1905 Garrod designd este trastorno
como un error congénito del metabolismo, que se debfa a la ausencia de una
enzima especifica, esta suposicién se confirmé en 1958 por enzayc
bioquimico directo de preparaciones de higado alcaptondrico. Asf en 1la
actualidad se sabe que el trastorno se debe a la ausencia de la oxidasa
del dcido homogentisico, que normalmente se encuentra en higado y rifiones
y que cataliza la conversién del &cido homogentisico a dcido
maleilacetoacético, (figura 24). La enzima requiere ademis la presencia de
oxigeno, hierro y grupos sulfhidrilo para abrir el anillo aromitico del
dcido homogentisico. La ausencia de 1a enzima ocasiona la acumulacidén y la
excresién de 4cido homogentisico en la orina, que después de cierto
tiempo se torna oscura por la polimerizacién del dcido homogentisico al

contacto con el oxfgeno del aire (90).
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Este trastorno es vrelativamente frecuente en la poblacidn de
Eslovaqufa, donde existe un alcaptondrico por cada 25,000 habitantes,
(91).

Manifestaciones clinicas.- La manifestacidn mds caracterstica es el
oscurecimiento de la orina, aunque esto generalmente se presenta en la
infancia, en algunos casos Ta orina oscura no se observa hasta el segundo
o tercer decenio de vida.

E1 4&cido homogentisico se acumula y polimeriza‘en tos cartilagos y
otros tejidos mesenquimatosos, ocasionando el oscurecimiento de estas
dreas, tal condicidn es conocida como ocronosis alcaptonirica, las partes
mds comunmente afectadas son: esclerdtica, orejas, mejillas y nariz, esta
pigmentacidén se pone de manifiesto hacia la mitad de la vida. E1 pigmento
depositado es presumiblemente un polimero derivado del Jdcido
homogentisico, aunque su estructura exacta no se ha determinado todavfa.
En piel y cartilago de mamiferos existe una enzima que cataliza la
polimerizacidn del dcido homogentisico a un pigmento parecide al
ocronético (92).

La degeneracidn del cartilago pigmentado conduce a la artritis en un
502 de los pacientes de edad avanzada, 1o cual es una manifestacidn
permanente en un estado de alcaptonuria prolongade. La artritis es mds
severa en hombres que en mujeres, aungue la incidencia de la alcaptonuria
es aproximadamente igual en ambos sexos. Los rayos X revelan degeneracidn
y densa calcificacién de los discos lumbares, asi como calcificacién del
cartilago de 1la oreja, también se ven afectadas las articulaciones de
hombros y caderas. Las articulaciones largas muestran cambios

degenerativos osteoartriticos como depdsito de calcio, mds comunmente en



los misculos de 1Jos tendones alrededor de 1las articulaciones. Las
articulaciones menores muestran pocas o0 ninguna  anomalia. Algunas
revisiones indican alta incidencia de enfermedad cardiovascular en
pacientes alcaptoniiricos. Haiya y sus colaboradores reportaron un casc de
dos gene#aciones sucesivas con tetralogia de Fallot asociada con
alcaptonuria, También se ha reportado ruptura de los discos
intervertebrales, prostatitis y cdlculos renales (93).

Se han reportado casos de alcaptonuria intermitente con desaparicién
espontinea de las caracteristicas del trastorno, sin embargo se duda que
una enfermedad congénita como esta, pueda presentar un curso intermitente
y se piensa que la excresion del dcido homogentisico fué debida a otras
causas (90).

Herencia.- este trastorno se transmite mediante herencia
autosémica recesiva.

Diagndstico.- Existen varias pruebas de laboratorio para detectar
4cido homogentisico en orina, aprovechando sus propiedades reductoras. La
orina de pacientes alcaptontiricos da reaccién positiva con los reactivos
de Fehling y Benedict (94) también reduce una solucidn amoniacal de
nitrate de plata en frfo (95). La reduccidn de plata en papel fotogrifice
ha sido usada como una prueba cualitativa y cuantitativa (96). Estas
pruebas proporcionan un diagnéstico presuntivo que Jjunto con las
manifestaciones clinicas pueden proporcionar el diagndstico de 1la
enfermedad, que puede confirmarse por cromatograffa‘en papel directa de la
orina o del producto obtenido por extraccidn de la orina acidificada con
éter. Lla excrecidn de A4cido homogentisico puede ser determinada

colorimétricamente (97).
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Los rayos X también pueden emplearse para observar la pigmentacidn y
calecificacidn de los cartilagos (98) (para informacifn sobre los métodos
de diagndstico consultar apéndice o referencias).

Tratamiento.- En Ja actualidad no se cuenta con un tratamiento
efectivo que corrija el trastorno. E1 tratamiento se dirige a prevenir o a
corregir la ocronosis y la artritis.

Se han reportado algunas medidas, tales como restriccidon de 1la
ingestidn de Fen y Tir, sin embargo, no se puede hacer una restriccidn
prolongada de estos aminodcidos, ya que la Fen es un aminodcido esencial y
la Tir proviene de éste. La administracidn de grandes cantidades de dcido
ascérbico puede prevenir la deposicidn del pigmento ocronético, sin
embargo, no corrige el defecto metabdlico.

Existen otras formas de tratamiento, tales como administracién de
levadura de cerveza, insulina, extractos adrenocorticales, vitamina 312
fenilbutazona, pero en ningin caso se ha observado que sea una te%apia
efectiva.

Existe 1la posibilidad de sintetizar un compuesto quimico que pueda

reemplazar a la enzima deficiente, pero aun no estd disponible (99).

Albinismo.- Existen varios tipos de albinismo, entre los que se
encuentran; el albinismo oculocutineo del cual se han descrito 10
variantes, albinismo ocular del que existen 4 variantes y albinoidismo que

puede ser oculocutdneo u ocular y un tipo inmuncdeficiente.

Albinismo oculocutdneo.- En todas las variantes existe ausencia o

reduccidn congénita de la pigmentacidén de ojos, piel y cabello, acompaiiada
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por hipoplasia de la févea, nistagmos, fotofobia y disminucién de 1la
agudeza visual. Las 10 variantes descritas son: albinismo oculocutdneo
tirosinasa negativo, albinismo oculocutdneo tirosinasa positivo, sindrome
de Chediak-Higaski, sindrome ‘“cross", albinismo oculocutdneo caf,
albinismo  oculocutaneo “rofous, albinismo oculocutdneo autosémico
dominante, sindrome "bads" y albinismo mutante amarilla (99).

Albinismo oculocutdneo tirosinasa-negative.- Es la forma cldsica de
albinismo descrita por Garrod en 1906, también conocido como albinismo
diseminado, albinismo completo, albinismo y albinismo I. Los pacientes con
este defecto no presentan pigmento en piel, ojos y cabello, 1los
diferentes tipos raciales muestran caracterfsticas fenotipicas similares,
todos tiene el cabello blanco, 1la piel rosa claro, el iris gris o azul,
existe percepcidn de un reflejo rojo por una incompleta melanizacién del
fondo de ojo, lo que da la apariencia de un ojo rosa. Son frecuentes
errores de refraccidn, nistagmos severo y fotofobia. Aproximadamente un
90% presenta estrabismo de mayor o menor severidad. La exposicidn a ta luz
solar puede acentuar el nistagmos y el estrabismo y puede colorear 1las
puntas del cabello de amarillo claro, 10 cual se ha explicado por un
cambio en la configuracién de la queratina. Se detecta la acumulacidn de
de nevos por un manchado pdrpura-rojizo en la piel. La agudeza visual
generalmente es de 20/200 y puede empeorar con la edad, Los heterocigotos
tienen menos de 1a mitad de 1a actividad de la tirosinasa. Existe una gran
susceptibilidad a padecer neoplasias. En algunos casos se han reportado
cataratas y fibrosis pulmonar difusa {100).

El defecto en la pigmentacidn se debe a una falla en la formacién de

la melanina por falta de actividad de la tirosinasa (figuras 24 y 25).
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Este tipo de albinismo se puede presentar en todos los grupos
raciales variando su incidencia. Se ha reportado una alta incidencia en
Camerdn y en Nigeria.

Los niveles séricos de Tir son normales, as{ como los de la hormona

estimulante de P-melanocitos (101).
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Figura 25. Sintesis de melanina.

Albinismo oculocutineo tirosinasa-positivo.- Este trastorno también
es conocido como albinismo incompleto, albinoidismo y albinismo II. Los
pacientes con este trastorno generalmente presentan algo de pigmentacién,
clinicamente detectable, existe actividad de tirosinasa en todas las
edades. E1 color del cabello puede ser blanco, amarillo o rojo y se va
oscureciendo con la edad, el color de la piel se encuentra entre blanco,
crema © vrosa. Puede haber presencia de nevos pigmentados, presentan
moderada susceptibilidad a padecer neoplasias. E1 color de los ojos puede
ser azul, amarillo o cafeé, dependiendo de 1a edad y grupo racial. EIl

reflejo rojo puede estar presente en adultos de raza oscura. Existe
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nistagmos y fotofobia moderades. La agudeza visual en los niflos es
severamente defectuosa, en 1os adultos puede ser menos grave. E1 nivel de
Tir en el suero es normal o un poco disminuido, el nivel de la hormona
estimulante de los melanocitos es normal. Se ha reportado heterogeneidad
en pacientes con este tipo de albinismo.

E1 defecto bdsico en este caso no se conoce (102).

Sindrome de Hermansky-Pudlak.- Este tipo de albinismo presenta un
defecto en la segunda fase de agregacidn de las plaquetas, lo que trae
como concecuencia sangrado prolongado, también se ha asociado con fibrosis
pulmonar y en algunos casos desarrollo de colitis granulomatosa. También
se le conoce como albinismo con diastésis hemorrdgica. Hay acumulacién de
un material ceroide en el sistema reticuloendotelial, mucosa oral y orina.
La expresién fenotipica de este desorden es variable de acuerdo a la edad
y al grupo racial del paciente. E1 color del cabello varia de blanco-
rojizo a rojo o cafe, el color de la piel es blanco grisdceo o muy ce}cano
a la pigmentacién normal. Existen nevos pigmentados y hay cierta
susceptibilidad a padecer neoplasias. E1 color de los ojos puede variar de
azul a cafe. No hay transiluminacién del iris , aunque en algunos c¢asos
puede presentarse efecto "cartwheel". Puede presentarse un reflejo rojo en
los caucdsicos pero no en las razas oscuras, existe fotofobia y nistagmos
moderados, la agudeza visual es normal o ligeramente disminuida. Hay
presencia de cuerpos citoplasmdtico en monocitos. No se ha reportade la
causa de este defecto (103).

Sindrome de Chediak-Higashi.- Este sfndrome estd caracterizade por un
albinisme oculocutdneo parcial, frecuentes infecciones piogénicas y

cantidad anormal de grdnulos en leucocitos y otras células granuladas.
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Los afectados por este sindrome muestran variacidn en el color del cabello
de rubio a café con un matiz gisdceo. EIl color de la piel es rosado, hay
presencia de nevos pigmentados. Existe moderada susceptibilidad a padecer
neoplésias. E1l color de los ojos va de azul a café oscuro. Puede
presentarse efecto ‘"cartwheel", el reflejo rojo estd presente en 1los
infantes y disminuye después de los 5 aflos de edad. Pueden presentarse
nistagmos y fotofobia de manera moderada. ta agudeza visual es normal o
ligeramente disminufda.

El trastorno puede presentar una fase acelerada en que se manifiestan
fiebre, ictericia, hepatoesplenomegalia, pancitopenia, infiltrado
diseminado de linfohistiocitos. Las etapas clinicas de esta fase pueden
presentarse al’ poco tiempo de nacer ¢ pueden retrasarse por afios, pero
invariablemente conducen a la muerte.

La fisiopatologia del proceso permanece desconocida (104, 105).

Mutante amarilla.- Este trastorno también es conocido como albinismo
Amish. Los albinos de este tipo tienen el cabello amarillo-rojizo o
amarillo-cafe y un ligero efecto de bronceado con la exposicién a la luz
solar. La expresi6n fenotipica varia de acuerdo al grupo étnico. Los
caucdsicos al nacer parecen no tener pigmento, se parecen a los albinos
tirosinasa-negativos, el cabello es blanco, pero gradualmente se torna
amarillo brillante entre las 6 semanas y 1los 6 meses de edad.
Aproximadamente al mismo tiempo la piel cambia a un color crema oscuro,
frecuentemente con numerosos nevos pigmentados y el cabello puede variar
de amarillo a rojo-café. En la mitad de la infancia el iris estd
pigmentado y a los 3 afios hay un efecto "catwheel" en la transiluminacidn.

Siempre hay presencia de fotofobia y nistagmos, las fallas son menas
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severas que las observadas en los tipo tirosinasa-positivo, En Tlos
albinos con mutante amarilla de grupo racial negro se puede detectar una
cantidad ligera de pigmento retinal por examen fundoscépico,que puede
estar ausente en los pacientes caucdsicos. E1 reflejo macular estd ausente
o disminuido. Hay ausencia de actividad de Ta tirosinasa (106).

Sindrome "cross".- Los pacientes con este tipo de albinismo
oculocutdnesc muestran un color de cabello blanco o ligeramente rubio, el
color de la plel va del rosa al rosa muy claro, se encuentran presentes
nevos pigmentados, el color de los ojos es gris-azul, se han réportado
cataratas, ceguera y oligofrenia, microftalmia, fibromatosis, atetosis, y
fibromatosis ganglionar.

Se ha reportado actividad de la tirosinasa.

No se ha reportado el defecto metabdlico (107).

Albinismo café.- Esta variante estd caraterizada por un pigmento café
claro en la piel, &1 cabello es café claro a beige, los iris varfan de
azul a café. E1 pigmento retinal estd reducido, hay un pequeiic cambio en
el pigmento de piel y ojos con la edad. E1 pigmento generalizado en 1la
piel mostrd ser efectivo en la reduccidn a la sensibilidad de los rayos
solares y muy pocos pacientes con albinismo café muestran queratosis
maliga. Hay efecto "cartwheel". EIl reflejo roje estd presente en nifios y
puede estarlo en adultos, pueden encontrarse nistagmos y fotofobia, la
agudeza visual es de 20/30 a 20/100.

Aibinismo Rofous.- Este tipo de albinismo fue gescrito por Pearson ¥y
sus colaboradores, fue estudiado con detalle ea nativos de Nueva Guinea,
Africa y en negros americanos. E1 color de los ejos es. parecido al caoba

rojizo y el color de la piel varfa de un caoba-rojo profundo @ un rojo
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rufo. Las iris pueden ser rojizas a pardas con ligera traslucencia. Cerca
del 80% de los pacientes tienen nistagmos moderados. Se presenta una leve
fotofobia, los rangos de agudeza visual se encuentran entre 20/20 a
20/100 (108).

Albinisme  oculocutdneo autosdémico dominante.- En esta forma de
albinismo, descrita por Frenk y Calme, el color del cabello puede ser
blanco o blanco con un ligerc tamiz rojo, el color de la piel es blanco o
crema con ligeros nevos pigmentados. E1 iris es gris a gris-azul, con
marcada transluscencia. Se presenta nistagmos y fotofobia con severidad
semejante a la del tipo tirosinasa-positivo. La agudeza visual se
encuentra en el rango de 20/70 a 20/200. Ultraestructuraimente, la piel y
el cabello contienen numerosos melanocitos normales y no se observa
anormalidad estructural del melanosoma. Frenk y Calme sugirieron que la
actividad de 1a tirosinasa estaba incrementada en algunas regiones del
aparato de Golgi y en premelanosomas en estado I (110).

Sindrome Bads (albinismo oculocutdneo con sordera de tipo
sensorineural).- Los pacientes con este tipo de albinismo muestran un
color de cabeilo blanco con algunas dreas pigmentadas, el color de Ta piel
es blanco con pequefias mdculas melanizadas. Se cree que puede haber gran
susceptibilidad a padecer neoplasias en piel. El color de los ojos es
gris-azul, #Puede haber reflejo rojo presente en nifnos y adultos, hay
nistagmos y fotofobia, el rango de agudeza visual se encuentra entre
207300 a 20,4007, No hay melanocitos en cabello y piel.

Exicte wuna profunda sordera de tipo sensorineural, probablemente
debida a falla de elementos neuronales embrionarios que migran al timbre

del oido.
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Herencia.- excepto el albinismo oculocutdneo autosémico dominante,

todas las variantes se heredan en forma autosdémica recesiva (111).

Albinismo ocular.- Los pacientes con alguna forma de albinismo ocular
tienen iris hipopigmentadas, nistagmos, fotofobia y disminucién de 1la
agudeza visual. Las variantes que se pueden presentar son: sindrome de
Nettleship, sindrome Forius-Ericksson, albinismo ocular autosdmico recesivo
y el sindrome de lentigos y sordera.

Albinismo ocular ligado al cromosoma X, (sindrome de Nettleship).-
Los pacientes con este tipo de albinismo ocular tienen color de cabello
normal o ligeramente claro, el color de la piel es normal, el iris
presenta transiluminacién en Tos varones, en la mujer es didfano, hay
nistagmos y fotofobia, la agudeza visual es moderada o severamente
reducida, entre un rango de 20/50 a 20/400. Los hombres se ven mds
severamente afectados, En mujeres portadoras hay mosaicismo en la
retina debido a efecto de lionizacién del cromosoma X.

Herencia.~ La forma de herencia de este sindrome es recesiva Iligada
al cromosoma X (95).

Sindrome de Forius-Ericksson.- En este caso el color de cabellos y
piel son normales, se presentan nevos pigmentados, no hay susceptibilidad
a padecer neoplasias. El1 reflejo rojo estd presente en los pacientes
masculinos. Hay presencia de nistagmos y fotofobia, la agudeza visual estd
ligeramente disminuida. Los varones presentan protatonia, las mujeres no
muestran mosaicismo retinal.

Herencia.- La forma de herencia es recesiva ligada al cromosoma X

(112).
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Albinismo ocular autosdmico recésivo.- El color de piel y cabellos es
normal. Hay presencia de nevos pigmentados. En el vardn se presenta el
reflejo rojo. Estdn presentes nistagmos y fotofobia. La agudeza visual
puede ser severamente afectada en el rango de 20/60 a 20/400+ (113).

Sindrome de 1léntigos y sordera.- Las personas afectadas tienen
disminucién de la agudeza visual, fotofobia, nistagmos, iris
trasluscentes, estrabismo, errores refractivos hipermetrdpicos y fondo de
ojo albindtico con hipoplasia de la fovea. Ademds los pacientes tienen
multiples pecas cutdneas que histoldgicamente han mostrado contener
macromelanosomas, 1los cuales estdn ausentes en la piel normal. Los
pacientes tienen sordera congénita y anomalfas del vestibulo del afdo.

Herencia.- La forma de herencia de esta variante es autosdmica

recesiva (99).

Albinoidismo.- Los pacientes con anomalias en la pigmentacién,k sin
nistagmos o disminucién de la agudeza visual son referidos como
albinoides. Esta rara forma de hipopigmentacidn ocular y oculocutdnea sélo
ha sido descrita en algunas familias. Los pacientes tienen el cabello
Tigeramente blance o tefiido de rojo. La piel es rosa-blanca y desarrolla
eritema con una corta exposicidn a la luz selar. Los iris son azules y
trasluscentes. Estd presente un reflejo foveal.

En este clasificacidn también se inclyen a las personas con albinismo
parcial en las que hay ausencia cutdnea localizada de melanina sobre
algunas partes del cuerpo.

Herencia.- Esta condicién se hereda mediante un rasgo autosdmico

dominante.
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Albinismo oculocutdneo punteado.- Un sélo caso de este trastorno fue
decrito por Bersma y Kaiser-Kupfer en el cual los pacientes fueron rubios
y tuvieron un defecto moderado en 1a agudeza visual de 20/30, pupilas
dilatadas y anisocoria, el umbral cono-central fue elevado. Los iris
mostraron un tipo punteado de transiluminacidn y un patrén punteado
similar de ventanas en el epitelio pigmentado de la retina, que fue
encontrado con angiograffa fluorescente.

Herencia,- La condicién se hereda mediante un rasgo autosémico

dominante (114).

Sindrome de Gricelly, (enfermedad de  hipopigmentacidn e
inmunodeficiencia).- Gricelly y sus colaboradores descubrieron 1la
asocfacién de dilucidn pigmentaria con frecuentes infecciones piogénicas,
hepatoesplenomegalia, neutropenia, trombocitopenia y evidencia de
inmunodeficiencia. E1 paciente fue tratado como albino con sindrome de
Chediak-Higashi por su historia de repetidas infecciones y cabello gris
plateado. Este paciente tenfa la piel pdiida, algunas veces con un matiz
grisdceo y cabello gris plateado. No presentaba fotofobia, nistagmos, ni
algdn tipo de albinismo ocular, por otra parte otro paciente mostrd
manchas despigmentadas en la retina. Los pacientes tienen un nimero
adecuado de linfocitos T o B pero tienen hipogammaglobulinemia y
deficiencia en 1la produccidn de anticuerpos, son incapaces de mostrar
retraso de la hipersensibilidad de 1a piel o de rechazar injertos de piel.
Los leucocitos no estimulan normalmente a los Iiﬁfocitos y no pueden
producir células citotéxicas durante 1a mezcla de reaccidn de leucocitos.

Los 1linfocitos T no son capaces de producir un efecto cooperador en 1la
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maduracién de los linfocitos B. No hay anormalidades morfoldgicas de
granulocitos de los cuales la actividad bactericida estd sdlo
moderadamente reducida. Hay elevacidn de leucocitos polimorfonucieares con
“capping” de receptores de concanavalina A. Brambilla y sus asociados
reportaron una hemofagocitosis incrementada de macréfagos en médula Gsea.

Herencia.- Esta condicidn se hereda mediante un rasgo autosdmico
recesivo (115).

Diagndstico.- Se cuenta con la prueba de inhibicidn de 1los bulbos
capilares, que sirve para hacer un diagnéstico diferencial entre los tipos
tirosinasa-positivos y tirosinasa-negativos (116). La jdentificacién del
tipe variante se realiza por medio de los signos clinicos mostrados en
piel, cabello y ojos.

Se cuenta con un método para la deteccidén de heterocigotos del tipo
tirosinasa-negativo (117).

Otras formas de diagnéstico diferencial consisten en estudiar
radicautogrdficamente 1la tirosinasa en tejidos seguida de incubacién con

140. También se puede visualizar la formacidn directa de

Tir marcada con
pigmento con los sustratos Tir o DOPA. Cuaiquiera de estas pruebas es
ejecutada convenientemente usando el fdéliculo piloso que puede ser
incubado  directamente después del corte del cabello (118) (para
informacién sobre 1los métodos de diagnéstico, consultar apéndice o
referencias).

Tratamiento.- Es importante evitar la radiacién solar y el uso de
filtros solares en los ¢asos con propensidn a desallorar cdncer de piel

El uso de lentes teiiidos puede ayudar en los casos de fotofobia. Se puede

sugerir el uso de cosméticos cuando hay estrabismo aunque Ta visidn no es
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mejorada.

E1 tratamiento también se dirige a corregir las anomalias de cada
caso. Asi en los pacientes con sindrome de Hermansky-Pudlack se
administran drogas para evitar la agregacidn de plaquetas. Condiciones

como el sindrome de Gricelly no tienen tratamiento especifico (99).

Hawkinsinuria.- £sta enfermedad representa una clase de desérdenes
distintos, en los que el mecanismo de patogénesis parece deberse a la
acumulacidn de un compuesto que produce la enfermedad por reaccién con
una variedad de constituyentes del organismo y que al mismo tiempo
reacciona con glutatién conduciendo al aminodcido caracteristico: dcido
(2-L-citein-s-i1-1,4-dihidroxicilohex-5-en-1-i1)acético, qué es denominado
hawkinsin, que se excreta por la orina Jjunto con dcido 4-
hidroxifenilpirdvico y 4cido 4-hidroxifenilacético. Se han observado
también grandes cantidades de 4&cido piroglutdmico en orina. Se ha
postulado que el defecto molecular se localiza en la hidroxifenilpiruvato
dioxigenasa, aunque su actividad no se ha medido directamente (119)
(figura 26).

Manifestaciones clinicas.- En el primer paciente se reporto
tirosinemia transitoria prolongada, severa acidosis metabdlica, prominente
falla en el desarrollo, falta de peso, desarrollo de palidez y respiracién
acidftica y acelerada. La madre de este paciente y cuatro miembros mds de
la familia tuvieron el desorden pero fueron asintomiticos.

Un segundo paciente presentG sintomas similares al suspenderse la
alimentacidn materna, ademds presentd vémitos, irritacién, taquipnea y se

noté un olor peculiar (120).
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Herencia.~ La forma de herencia es autosémica dominante,
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Figura 26. Formacidn de dcido homogentisico a partir de d&cido 4~
hidroxifenilpirdvico, sitio del bloqueo metabélico y mecanismos postulados
para la formacidn de los metabolitos encontrados en este desorden.

Diagndstico.- La excresién de hawkinsin en orina puede ponerse de
manifiesto por electroforesis de alto voltaje o por cromatografia en capa
fina o en papel (121}, Se puede confirmar la presencia del compuesto
usando cromatograffa y espectrometria de masas del derivado trimetilsilil,
(122) ( consultar apéndice o referencias).

Tratamiento.- La historia de miembros asintomdticos en familias
afectadas sugiere que una prolongada alimentacidn materna puede proteger a
los pacientes. E1 dcido ascdrbico, que es efectivo en remover las
concentraciones de Tir, puede proteger a la enzima 4-hidroxifenil-piruvato
dioxigenasa.

£l segundo paciente descrito fue tratado con leche materna y 1000
mg/dfa de dcido ascérbico con To que los sintomas fueron abatidos, el
paciente mejord en su desarrollo, el olor inusual desaparecid y

posteriormente pudo tolerar una alimentacidén normal (123).



Triptéfano
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Trastornos en el metabolismo del triptdéfano.- Se encuentran asociados
a defectos en el metabolismo del Trp Tlos siguientes ‘trastornos:
triptofanemia, quinureninuria, hidroxiquinureninuria, hidroxiquinureni-
nuria dependiente de piridoxina, dindicanuria, aciduria glutdrica tipo I y
enfermedad de Hatrnup.

Triptofanemia.- Se ha reportado el caso de un niflo oligofrénico con
epanismo que presentaba un exantema pelagroide, con triptofanemia y
triptofanuria sin aminoaciduria generalizada o indicanuria. Se piensa que
el defecto metabdlico se localiza en el paso de Trp a formilquinurenina,
(figura 27).

Herencia.- La consanguinidad de 1los padres y la sospecha de un
trastorno similar en dos primos indican herencia autosdmica recesiva

(124).

Quinureninuria.- Se ha reportade una anomalfa en cuatro generaciones
en una familia, consistente en un bloqueo parcial de la enzima quinurenina
hidroxilasa, (Figura 27), Adn cuando wuno de 1los pacientes tenfa
esclerodermia, los otros miembros de la familia estaban sanos. Cantidades
anormales de quinurenina y otros metabolitos del Trp prdximos a la
hidroxiquinurenina se excretan por la orina antes y después de 1la
administracién de Trp. La piridoxina no modif1£aba los patrones de
excresién de los metabolitos del Trp. Las caracteristicas fenotipicas de

1a familia afectada sugirié una forma de herencia autosémica dominante. Se

74



dcido quinurénico en orina mediante espectrofotometria,

puede detectar
{para informacidn sobre estos métodos, consultar apéndice)

(125, 126).
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Herencia.- Las caracteristicas fenotipicas de la familia afectada

sugieren herencia autosémica dominante.

Hidroxiquinureninuria.~ Se ha descrito un defecto en la ruta del Trp
consistente en una falta de actividad de la enzima quinunerinasa. En este
trastorno se excretan cantidades anormales de quinurenina, 3-
hidroxiquinurenina y dcido xantunérico {figura 27). Si no se administra
una dieta rica en dcido nicotinico se desarrollan signos parecidos a la
pelagra, Uno de 1los enfermos padecia ligera oligofrenia y cefaleas
migraitosas. E1 tratamiento con piridoxina no altera el cuadro de excresidn
de los metabolitos del Trp pero alivia las cefaleas {124).

Herencia.- Se ha sugerido herencia autosdmica recesiva.

Hidroxiquinureninuria dependiente de piridoxina.- Los nifios con
dependencia de piridoxina son retrasados mentales. Después de wuna
sobrecarga de Trp, excretan los mismos metabolitos del Trp, principalmente
el dcido xanturénico, por 1o cual también se le ha denominado aciduria
xanturénica. E1 fosfato de piridoxal es la coenzima para muchas enzimas
que intervienen en el metabolismo de los aminodcidos, incluyendo 1la
quinunerinasa. Mientras que dosis bajas de vitamina Bﬁ corrigen Tlas
anomalias de 1los casos deficitarios, son neécesarias dosis altas para
tratar el estado de dependencia. En la dependencia a piridexina se ha
demostrado "in vitro" que existe un defecto en la enzima quinunerinasa que
influye sobre 1a capacidad para unirse con la coenzima.

ta excesiva eliminacidn de hidroxiquinurenina y dcido xanturénico,

corregida por la piridoxina, se ha observado en cinco pacientes no
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relacionados entre si y diagnosticados de enfermedad granulomatosa
crénica. Puede detectarse la excresién urinaria de dcido xanturénico e
hidrogquinurénico por epectrofotometria, (125, 126, 127) (para informacidn

sobre estos métodos consultar apéndice o referencias).

Indicanuria.- Este trastorno se produce cuando el Trp se absorbe
deficientemente en el tubo digestivo y ahf es convertido bajo 1la accidn
bacteriana en indol. E1 indol es absorbido, oxidado, sulfatado y
excretado, (figura 27). La indicanuria se observa cuando existe estasis
intestinal, como en el estrefiimiento o en el sindrome del ‘“asa-ciega",
aparece también en la enfermedad de Hartnup en la que el Trp se absorbe
deficientemente, y en la fenicetonuria. En el sindrome "de los padales
azules", también se presenta indicanuria, ademds de hipocalcemia,
nefrocalcinosis y deriva su nombre del hecho que el indicdn es oxidado a

un compuesto azul cuandos se expone al aire (128).

Aciduria glutdrica tipo I.- E1 dcido glutdrico es un intermediario de
la degradacidn de Trp, Lis e hidroxilisina. La figura 28 muestra las vias
metabdlicas involucradas en la biosintesis del dcido glutdrico.

Se presenta una aciduria glutdrica masiva. Las cantidades reportadas
son 1.06-21.63 mg/mg de creatinina y 0.37-1.68 mg/mg de creatinina. E}
dcido glutdrico presenté valores de 0.1-0.6 mg/dl y 0.8-3.8 m/1. E1 dcido
glutirico normalmente nu se detecta en suero ni en orina. Gregersen y
colaboradores encontraron dcido 3-hidroxiglutacdnico y dcido glutacénico
en la orina de estos pacientes. La concentracién de protefnas en 1liquido

cefalorraquideo fue de 66 mg/dl, hubo niveles elevados de deshidrogenasa
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ldctica y creatinina cinasa en suero.
Se ha reportado que el defecto molecular se debe a una deficiencia de
glutaril CoA deshidrogenasa. En algunos pacientes la ausencia de actividad

fue total, en otros con cierto grado de actividad parece haber menor

afectacién (129) (figura 28).
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Figura 28, Vias metabdlicas de la biosintesis del dcido glutdrico.

Manifestaciones clinicas.- Se reportaron dos hermanos, una nifia, de

dos afios, con desarrollo normal hasta los tres meses, cuando aparecié
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irrftabilidad y deterioro neuroldgico progresivo. Al afio de edad presentd
espasticidad, postura tensa en el cuello, pufios apretados y no podia
levantar o girar la mano al estar en postracién. En su hermano el
deterioro neuroldgico empezd a 1los siete meses. A los dos afios los
hallazgos fisicos fueron iguales a los de su hermana. A los 7 afos
presentd gesticulaciones, opistotonos, distonfa y atetosis. El rango de
concentracidn de bicarbonato en suero fue de 62 mg/dl. El nivel sérico de
creatinina cinasa fue normal (130).

Gregersen y sus colaboradores han reportado otros dos hermanos con
aciduria gqlutdrica tipo I que mostraron pardlisis cerebral disténica,
movimientos inveluntarios coreiformes, el hermano mayor presentd ataxia y
su electroencefalograma fue anormal, a los 8 afios pudo caminar con
apariencia mental normal e ir a Ta escuela. Su hermano a los 4 afios no era
capaz de sentarse. En ambos hermanos el pH y la concentracidén de
bicarbonato en sangre fueron normales. Se han reportado otros paciéntes
con distonfa y severo deterioro de la frecuencia motriz que los condujo a
1a invalidez.

El desorden es progresivo y conduce a la muerte. Los cambios
histoldgicos del cerebro son similares a los observados en la corea de
Huntington {(131).

Goodman ha reportado pacientes con concentraciones de aminodcidos en
plasma, orina y 1liquido cefalorraquideo normales. Los pacientes de
Gregersen mostraron una modesta elevacidn en la concentracidn plasmitica
de Lis y excesidn urinaria de dcido ~-aminoadipico, también mostraron un
sustancial incremento en la excresidn de dcido «-cetoglutdrico (130).

Herencia.- Este trastorno muestra un tipoe de herencia autosdmico
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recesivo,

Diagndstico.- La deteccidn de una aciduria glutdrica masiva, con
determinacién principalmente de &cido glutdrico, dcido glutacdnice y dcido
3-hidroxiglutdrico y deficiencia de glutaril CoA deshidrogenasa,
establecen el diagndstico, (132) (consultar apéndice o referencias).

Tratamiento.- Una dieta baja en Trp y Lis conduce a una disminucién
de un tercio en la excrecidn urinaria de dcido glutdrico.

La restriccién de proteinas en la dieta a 4,1-1.6 g/Kg de peso
coporal y tratamiento con riboflavina, 1la coenzima de la glutaril CoA
deshidrogenasa, conducen también a una reduccidn sustancial de la aciduria
glutdrica. Una moderada mejorfa clinica fue reportada.

Tres pacientes fueron tratados con Jcido 4-amino-3-(4-clorofenil)
butirico (boresal), que es un andlogo del dcido &-aminobutirico (GABA), ya
que sugirieron que la sintomatologfa mostraba un defecto eﬁ Ta funcidn del
ganglio basal, sitio de Ta mayor concentracidn de GABA y GABAsintetasa y
puesto que el dcido glutdrico inhibe la sintesis de GABA, propusieron al
boresal para Tla terapelitica. ET1 tratamiento con 2 mg/Kg de peso de 1la
droga conduce a una considerable mejorfa en los sintomas y a un incremento
en la capacidad funcional de los pacientes. Ninguno de ellos fueron
tratados tempranamente.

Los autores han recomendado el uso combinado de dietas bajas en
protefnas y la administracién de riboflavina y boresal para el tratamiento
de este trastorno, sobretodo en los pacientes diagnosticados tempranamente

(133).
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Enfermedad de Hartnup.- Es un trastorno que involucra un defecto en
el sistema de transporte a nivel de membrana, a través de la mucosa
intestinal y de los tdbulos renales de aminodcidos monoaminocarboxilicos
que comparten un sistema comin de transporte en los que se incluye al Trp.
Existe una aminoaciduria masiva mis significativa que la cantidad total de
aminodcidos excretados. Los aminodcidos libres que se excretan 5 a 20
veces arriba de 1o normal son Ala, Ser, Trn, Asn, GIn, Val Leu, Ile, Fen,
Tir, His, Gli y Trp. La aminoaciduria es de origen renal, debida a un
defecto en la reabsorcidén tubular, siendo éste el signo mds caractenistico
de 1los pacientes con enfermedad de Hartnup. Aunque también se excretan
cantidades elevadas de aminodcidos en las heces, por defectos en el
transporte de 1a mucosa intestinal, por To cual los niveles de aminodcidos
en plasma son excepcionalmente bajos (134).

Las bacterias descomponen el Trp que no se absorve, produciendo
derivados indélicos e indoxilicos que se absorben, neutralizan y excretan
por la orina en cantidades anormalmente grandes (135).

En  la mayoria de los pacientes se observa precozmente
fotosensibilidad cutdnea Las zonas de la piel que normalmente estdn
descubiertas se vuelven dsperas y rojas tras una moderada exposicién al
sol. Aparecen también signos de pelagra, puede presentarse en ataxia
cerebelosa con signos de afectacion de los haces piramidales. Durante un
proceso febril puede desarrollarse ataxia sin exantema. E1 curso c¢linico
es variable, pueden alternarse graves trastornos cutdneos y nerviosas can
periodos de vremisién completa durante muchos afos, La familia original
Hartnup presenté oligofrenia, sin embargo, en los demds casos reportados

no se ha observado (136).
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Herencia.- La enfermedad es transmitida en forma autosémica recesiva.

Diagnéstico.- La dnica falla constante en este trastorno es 1la
excresién de aminodcidos libres y en esto puede basarse el diagndstico,
obteniéndose un patrdén de excresién caracteristico, empleando sistemas
simples de cromatografia bidimensional en papel o en capa fina (137).

La excresién ind6lica no es constante, por lo cual no puede ser una
prueba de base para el diagnéstico, pero puede ser (til una prueba de
carga de L-triptéfano (70 mg/Kg de peso), acompafiada por una cromatografia
de muestras seriadas (138), posteriormente debe confirmarse midiendo la
excresién de aminodcidos (139).

La excresién fecal de aminodcidos se estudia por
electroforesis/cromatografia bidimensional en papel de extractos fecales
apropiados (140).

Debe realizarse diagnéstice diferencial con la pelagra (140a),
{consultar apéndice o referencias).

Tratamiento.- Debido a que 1la absorcidn intestipnal de Trp y la
excresion urinaria estdn alteradas, la sintesis de dcido nicotinico se ve
disminuida, por lo que se suministran grandes dosis de nicotinamida (40 a
200 mg/dfa), lo que ha permitido remisién prolongada de 1las
manifestaciones neuroldgicas y cutdneas. No obstante, remisiones similares
pueden ocurrir sin ningln tratamiento. En vista de 1a elevada pérdida
urinaria de aminodcidos, una dieta rica en proteinas, pero libre de Trp
resulta benéfica. Los inhibidores de monoaminoxidasa cstén contraindicados
(141).

E1 prondstico de 1a enfermedad es bueno, ya que la mejoria puede

venir con la edad (142).
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AMINOACIDOS AZUFRADOS

Metionina
CHy-8-CHa-CH P gl;!(;COOH

Trastornos en el metabolismo de metionina.- Dentro de los desdrdenes
del metabolismo de Met se han descrito: 1las homocistinurias, que incluyen
deficiencia de cistationina sintetasa, deficiencia de la sintesis de
cobalamina y deficiencia de Ns'm-metﬂén tetrahidrofolato reductasa. Y
las hipermetioninemias que involucran deficiencia de metionina adenosil-
transferasa y deficiencia de cistationina A-sintetasa,

Homocistinurias.- Son  tres trastornos bioquimica y clinicamente
diferentes. Cada uno se caracteriza por aumento en sangre y en orina de
homocisteina. La forma mds comin se produce por una marcada disminucidn en
la actividad de Tla cistationina g-sintetasa, enzima que cataliza la
conversién de Met en Cis, un paso clave en la via de la transulfuracién.
Las otras dos formas son el resultado de la alteracién de la conversién de
homocistefna a Met.

Deficiencia de cistationina ﬂ-sintetasa.- La deficiencia de esta
enzima determina el aumento de la concentracidn sérica de Met y
homocisteina y una reduccidn en las concentraciones de Cis y cistina, asf
como la excresidn de grandes cantidades de homocisteina y otros compuestos
tiol poco comunes en la orina (143).

E1 dtomo de azufre del aminodcido esencial Met se transfiere
finalmente a la Cis por medio de la via de la transulfuracidn. En uno de
los pascs de esta via, la homocisteina se une a la Ser para formar

cistationina, reaccién que es catalizada por la cistationina /d-sintetasa,
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enzima dependiente de piridoxal (144) (figura 29)
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Figura 29, Vias metabélicas de los aminodcidos azufrados.

ta homocisteina y la Met se acumulan en las células y liquidos del
cuerpo, alterando la sintesis de Cis. Aproximadamente en la mitad de los
pacientes no existe actividad de 1la sintetasa en higado, cerebro,
leucocitos y cultivo de fibroblastos. En el resto de los pacientes Tlos

tejidos presentan 1 a 5% de la actividad normal. Los portadores
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- heterocigotos de este rasgo no muestran anormalidades qufmicas en los
fluidos corporales pero tienen una reduccién en la actividad de 1la
sintetasa en los tejidos (145).

Manifestaciones clinicas.- Mds del 95% de los pacientes presentan
tuxacién del cristalino, que aparece entre los 3 y 4 afios de edad y
frecuentemente se produce glaucoma, asi como también deterioro de 1la
agudeza visual. E1 retraso mental se presenta en menos de 50% de 1los
casos, frecuentemente acompafiado de trastornos en la conducta. E1 cerebro
normal contiene grandes cantidades de cistationina, se ha observado que el
cerebro de pacientes homocistindricos que han fallecide carece
completamente de este compuesto, lo que podria tener una relacién causal
con el retraso mental. La osteoporosis es un hallazgo radioldgico comdn
pero rara vez produce enfermedad clinica. Las complicaciones vasculares
son graves, probablemente iniciadas por dafio del endotelio vascular y son
la causa principal de morbi-mortalidad. £n el primer decenio de vida se
puede producir la oclusién de las arterias coronaria, renal y cerebral,
con infarto del tejide. Muchos pacientes mueren de enfermedad vascular
antes de los 30 afios. Estas complicaciones pueden exacervarse por los
procedimientos angiogrdficos.

La homocistefna interfiere en el cruzamiento normal del coldgeno, 1lo
que probablemente tiene efecto en las complicaciones oculares,
esqueléticas y vasculares (146, 146a).

La alteracidn del coligeno en el ligamento suspensorio del cristalino
y en la matriz dsea puede explicar las luxaciones del cristalino y 1la
osteoporosis, Similarmente la interferencia en el metabolismo normal de

las sustancias en las paredes de los vasos sangufneos puede predisponer a
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ta didtesis trombdtica venosa y arterial. Los accidentes cerebrovasculares
recurrentes, secundarios a la enfermedad trombdtica, también pueden
explicar el retraso mental, pero no se han descartado efectos quimicos
directos sobre el metabolismo de las células cerebrales.

Dentro de este trastorno destacan dos grupos de pacientes: los que
responden al tratamiento con piridoxina y los que no responden a dicho
tratamiento (147).

Herencia.- Este trastorno se trasmite mediante un rasgo autos@mico
recesivo. La enfermedad es comin en Irlanda donde se tiene una incidencia
de 1 en 40000 nacimientos, pero es rara en el resto del mundo.

Diagnéstico.~ Los signos clinicos pueden orientar el diagndstico. Una
forma simple de demostrar el aumento en la excresién urinaria de
compuestos que contienen azufre es la prueba del cianuro-nitroprusiato, Ta
prueba también da resultado positivo en disulfidurias como 1la
cistationuria, /G-mercaptolactato cistinuria, que pueden diferenciarse por
cromatografia en capa fina utilizando como reactivo revelador cianuro-
nitroprusiato o una modificacidén de la solucién de yodo platinade (148).
Se puede emplear electroforesis en papel a alto voltaje (149). Es
importante el andlisis posterior de la orina por dos rutas secuenciales de
cromatografia en papel para dar una evaluacién cualitativa y
semicuantitativa de todos los aminodcidos incluyendo la homocistina (150).

Para confirmar y cuantificar los aminodcidos encontrados se puede
usar un sistema de cromatografia en columna (151).

ta deficiencia de cistationina /e-sintetasa es confirmada por 1la
demostracidn de la disminucidn de su actividad. E1 ensayo puede realizarse

en biopsia de higado o con linfocitos estimulados con fitohemaglutinina,
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(152).

Existe 1a posibilidad de realizar diagndstico prenatal y deteccidn de
portadores heterocigotos {153) (consultar apéndice o referencias).

Tratamiento.- La administracién de grandes cantidades de piridoxina
puede proporcionar distinto grado de mejorfa en algunos pacientes, en
otros ain cantidades masivas de piridoxina no producen ningin cambio
bioguimico. En tales pacientes el control puede efectuarse con una dieta
baja en Met y suplementada con cistina.

Las fracturas patoldgicas debidas a osteoporosis son tratadas por
procedimientos ortopédicos convencionales. Los trastornos vasculares son
tratados con medicamentos apropiados, como el dipiridamol que ha ayudado a

disminuir el tiempo de vida de la plaquetas (154).

Deficiencia de Ns'lo-metilentetrahidrofo]ato reductasa.- En  esta
forma de homocistinuria las concentraciones de Met en los liquidos
corporales son normales o estdn disminuidas, porque la deficiencia de
Ns'lo-metilentetrahidrofolato reductasa determina el deterioro de 1la
sintesis de Ns-metiIentetrahidrofo]ato, un cofactor, donador de grupos
metilo, para la formacidn de Met a partir de homocisteina. Por lo tanto,
Ta actividad de la reductasa controla tanto la sintesis de Met como 1la
generacidn de tetrahidrofolato. Esta serie de reacciones es critica para
1a sintesis normal de ADN y ARN. Un defecto importante de la reductasa
produce secundariamente una deficiencia en la actividad de la metilén
transferasa y alteracifn en la conversidn de homocistefna a Met.

Manifestaciones clinicas.- En la mayorfa de los pacientes se altera

el funcionamiento del sfstema nervioso central. Las manifestaciones
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clinicas varfan grandemente con Ta edad. Se ha observado letalidad en 1la
infancia.

Aunque se desconoce el mecanismo de la alteracidn del sistema
nervioso central, las explicaciones mds probables son 1a deficiencia de
Met y el deterioro de la sintesis de dcidos nuclefcos. Los pacientes mds
afectados muestran profundo retraso del desarrollo y atrofia cerebral.
Otros pacientes manifiestan profundos trastornos de conducta durante el
segundo decenio de vida. En otros se ha observado retraso mental moderado.
Probablemente 1las manifestaciones clinicas reflejen ta gravedad de la

vdeficiencia de 1la reductasa. Pueden presentarse debilidad muscular
proximal y otros signos neuroldgicos (155).

Herencia.- E1 trastorno se hereda mediante un rasgo autosdmico
recesivo.

Diagndstico.- Lta determinacion de concentraciones aumentadas de
homocistefna en 1los 1iquidos corporales y concentraciones normales o
disminufdas de Met sugiere esta entidad (156). En algunos pacientes estd
disminuida la concentracién sérica de folato. La confirmacidn del
diagnéstico requiere el andlisis de la actividad de 1Ta reductasa en
extractos de tejidos, tales como cerebro, higado y cultive de
fibroblastos, (157) (consultar apéndice o referencias).

Tratamientc.- Aunque 1a experiencia terapedtica es limitada, se
informé de un adolescente con psicosis catatdnina que respondié tanto
bicquimica comoe clinicamente a 1la administracidn de folatos (5 a 10
mg/dia). Cuando se suspendié el folato la conducta empeord. Esta
observacién sugiere gque el diagndstico temprano y la administracidn de

folato pueden prevenir los trastornos neuroldgicos o psiquidtricos. Otro
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paciente mostrd buena respuesta a la terapia con Met, vitamina 86,

vitamina B12 y dcido f&lico (158).

Deficiencia de 1la sintesis de cobalamina.- En esta forma de
homocistinuria se refleja también una alteracidn de la conversidn de
homocisteina a Met. E1 defecto principal estd en la sintesis de cobalamina
que se requiere para la metilén-tetrahidrofolato:homocisteina-metil
transferasa. También se acumula dcido metilmaldnico en los 1{quidos
corporales porque también estd alterada la sintesis de una segunda
coenzima: adenosil cobalamina, que se requiere para la isomerizacidn de la
metilmalonil CoA a succinil CoA.

Como en la deficiencia de N5 !0-metilentetrahidrofolate reductasa,
este trastorno afecta la remetilacién de 1a homocisteina. E1 defecto
preciso, responsable de la alteracidn en la sfntegis de metil cobalamina
no se conoce, pero involucra un paso temprano en la activacidn 115058mica
o citosdlica de la vitamina precursora. Los estudios genéticos de células
somdticas indican que existen dos Tesiones diferentes subyascentes a la
deficiencia en la formacidn de coenzima.

Manifestaciones clinicas.- E1 primer paciente encontrado muridé a las
seis semanas de vida, después de que se detuvo bruscamente su desarrollo.
En otros nifios afectados las manifestaciones clinicas son variadas, unos
han presentado anemia megalobldstica y pancitopenia, otros alteraciones
neuroldgicas-espinicerebrales significativas (159).

Herencia.- La forma de herencia de este trastorno es autosémica
recesiva.

Diagndstico.- Los signos quimicos como homocistinuria, aciduria
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metilmalénica e hipermetioninemia, pueden ayudar a sospechar del
trastorno (160). Aunque estos hallazgos pueden presentarse en otras
entidades como en la anemia perniciosa de inicio juvenil o tardio, en 1la
que existe una disminucién en la absorcidn intestinal de cobalamina, esta
es normal en los pacientes con deficiencia en la sintesis de cobalamina.
El diagndstico definitivo depende de la demostracidn de la alteracidn en
la sintesis de cobalamina en células en cultivo (161) (consultar apéndice
o referencias).

Tratamiento.- E1 tratamiento en los nifios afectados, con suplemento
de cobalamina (1 a 2 mg/dfa) parece promisorio. La excresién de
homocisteina y metilmalonato disminuye a valores cercanos a lo normal, las
deficiencias hematoldgicas y neuroldgicas también disminuyen en grados

variables {162).

Deficiencia de metionina adenosiltransferasa hepdtica.- Se ha
observado desde 1974 infantes con hipermetioninemia especifica y
persistente asociada a deficiente actividad de metionina adenosil-
transferasa en hfgado. El plasma de estos pacientes contenfa también
concentraciones altas de sulféxidos de Met y la orina presentd una
concentracidn incrementada de Met y cantidad anormal de dcido a-ceto-d-
metiltiobutirico. La acitividad de metionina adenosiltransferasa fue de 8
a 18% del valor control en extractos de higado ensayados a altas
concentraciones de Met. Las formas de la enzima presentes en tejidos no
hepdticos aparentemente no estdn afectadas, por lo que se ha sugerido un
control genético distinto.

Manifestaciones clinicas.- Por lo general el dafio enzimdtico es
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parcial y los pacientes no estdn muy afectados clinicamente. Sin embargo,
se han reportado anormalidades ultraestructurales inespecificas en el
reticulo endopldsmico y otras membranas del higado. Los pacientes han sido
detectados en programas neonatales, por lo que se estima que todavia
pueden desarrollar anormalidades clinicas (163).

Herencia.- E1 patrdén de herencia de esta condicién alin no se conoce.

Diagndstico.- Puede ponerse de manifiesto 1a hipermetioninemia por
medio del tamiz metabélico para aminodcidos. E1 diagndstico puede
confirmarse por medicidn de 1la actividad enzimitica en higado (164)

{consultar apéndice o referencias).

Deficiencia de &-cistaioninasa.- Este trastorno fue descubierto
hacia 1959 por Harris y colaboradores, al observar una excresidén aumentada
de cistationina en la orina (mayor a 2 mmol/dia) en una paciente de 64
afios con retraso mental. Otros pacientes mostraron patrones similares, por
lo que al principio se pensd que el retraso mental estaba asociado con el
defecto genético, sin embargo, después se descubrid que su presencia era
fortuita,

Harris propuso un defecto en la ¥-cistationinasa, enzima que
cataliza la conversidn de cistationina a Cis y ot-cetoglutarato, (figura
29). Esta propuesta fue confirmada por Frimpter en ensayos enzimdticos
directos de extracto de higado.

Los pacientes acumulan cistationina en los fluidos y tejidos
corporales y excretan, ademds de grandes cantidades de cistationina,
cantidades sustanciales de N-acetilcistationina (165).

Manifestaciones clinicas.- Las manifestaciones de este trastorno son



variables. Se han presentado convulsiones, hipoplasia genital,
acromegalia, trombocitopenia, cdlculos urinarios, diabetes insfpida
nefrogénica y diabetes mellitus Juvenil. Existen pacientes que no
responden al tratamiento con piridoxina en los cuales el defecto
bioquimico suele ser mis completo {166).

Herencia.- la forma de herencia es autosémica recesiva.

Diagndstico.- La deteccidn de una elevada cistationinuria puede hacer
sospechar del trastorno. E1 aminodcido puede ponerse de manifiesto
mediante cromatografia bidimensional en papel empleando ninhidrina como
revelador o por cromatograf.ia unidimensional usandc yodo platinado (167).

La cistationinuria puede estar presente en tirosinemia del recién
nacido, que desaparece después de 3 meses, en asociacidn con enfermedad
hepdtica, ganglioblastoma o hepatoblastoma, deficiencia de vitamina Bg ¥
en tirotoxicosis. E1 diagndstico se confirma por medicidn de la actividad
de ¥-cistationinasa en extractos de higado, andlisis enzimitico de lineas
cetulares linfoides o de fibroblastos de piel cultivados (168).

La J-cistationinasa no estd presente en el higado fetal normal, sino
hasta después del nacimiento, por 1o que no se puede hacer diagnéstico
prenatal, (consultar apéndice o referencias)

Tratamiento.- Probablemente se trata de un desorden benigno, Aln no
existe un tratamiento especifico. Existen pacientes que responden
favorablemente a la administracion de piridoxina, con dosis de 100 mg o
mds de hidruro de piridoxina /dfa, puede indicarse también dieta baja en
Met, Los pacientes que no responden a la piridoxina pueden ser tratados

Unicamente por restriccidn de Met en la dieta (169).
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Cistefna

Hs- CH? C:II- cac
L
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Trastornos en el metabolismo de cistefna.- Dentro de los errores
congénitos del metabolismo de cisteina destacan: cistinosis, cistinuria,
déficit de sulfitoxidasa, /J‘—mercaptolactato—cistefna disulfiduria y
taurinuria.

Cistinuria.- Es un desorden del transporte de aminodcidos que afecta
las células del epitelio del tdbulo renal y el tracto gastrointestinal e
incluye un grupo de aminodcidos: cistina, Lis, Arg, ornitina y disulfuro
mixto de Cis-homocistefna. Clinicamente el problema surge de 1la
acumulacidén de cistina, que es el menos soluble del grupo y que precipita
en la orina formando cdiculos., Este defecto fue uno de los 4 estudiados
por Garrod (170, 171)}.

ta cistina y los aminodcidos dibdsicos parecen compartir una Km baja,
en un sistema de alta afinidad, el cual es, probablemente, defectuoso en
los rifiones cistationdricos.

El defecto en el transporte intestinal conduce a decarboxilacién
bacteriana de Lis, Arg y ornitina con produccidn de piperidina, pirrolina
y cadaverina, agmantina y putrecina, que también son eliminadas por 1la
orina {172).

Manifestaciones clinicas.- La manifestacién caracteristica es la
formacion de cdlculos de cistina que precipitan en 12 orina 4cida, Jlos
cdiculos formados 1levan a la obstruccidn, infeccidn e insuficiencia
renal, También se le ha asociado con anomalias en el sistema nervioso

central, Se afectan ambos sexos, pero los problemas tienden a ser mds
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graves en el sexo masculino, posiblemente a causa de las diferencias en la
anatomfa del tracto urinario (173).

Herencfa.- La forma de herencia es, presumiblemente, autosémica
recesiva.

Diagnéstico.- E1 procedimento mds simple es el examen del sedimento
urinario, preferiblemente en 1la primer orina de 1a maiiana (174) los
cristales tfpicos son planos de forma hexagonal. Se puede emplear la
prueba del cianuro-nitroprusiato como procedimiento de seleccién quimica.
Posteriormente puede emplearse cromatografia en capa fina o electroforesis
de alto voltaje a fin de detectar cistina. La cuantificacién de cistina se
puede realizar por procedimientos colorimétricos (175). La cromatografia
de 1ntercambio iénico cuantitativa es el procedimiento mds sofisticado en
1a deteccidn de cistina {176) (consultar apéndice o referencias).

Tratamiento.- La terapia se dirige a evitar la formacidn de cdlculos,
ya sea por restriccidn dietética para reducir la produccidn y excresidn de
cistina o convertirtiéndola en un compuesto mds soluble. Una vez que se ha
formado el cdlculo, 1la terapia se dirige a disolverlos, ya sea por
irrigacién o por litotomia. E1 transplante renal estd indicado cuando hay
destruccidn de los rifiones por la cistinuria.

Para la terapia dietética se han propuesto dietas bajas en Met. Sin
embargo su empleo ha dado resultados variables, que van desde 1la
desaparicién de la cistinuria mientras el paciente estd bajo la dieta
hasta la obtencidn de pocos o ningln resultado favorable (177).

Para alterar la solubilidad de la cistina, se intenta aumentar el
pH urinario por arriba de 7.5, incrementando el volumen de la orina por

aumento en la ingestidn de 1iquidos y administrando bicarbonato, citrato e
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inhibidores de la anhidrasa carbdnica. Aunque esta forma de terapia es
teoricamente razonable, prdcticamente se han observado pocos efectos
benéficos (178).

Algunos pacientes que han sido tratados con los métodos anteriormente
descritos, desarrollardn nuevamente cdlculos y muchos requerirdn terapia
para corregir la obstruccién del tracto urinario. Para estos pacientes
Crawhall, Scowen y Watts sugirieron el uso de D-penicilamina { X -dimetil
cistefna), que puede producir ta mezcla cistina-penicilamina, que es
significativamente mds soluble que la cistina. La administracidén de 1 a 2
g/24h, puede mantener 1a excresidon de cistina por abajo de 200 mg/g de
creatinina, nivel en el que la formacidn de cdlculos es minima, E] uso de
este medicamento no ha resultado ser inocuo, algunos pacientes han
desarrollado reacciones alérgicas, casos mds severos incluyen el
desarrollo de un sindrome nefrdtico y pancitopenia. También se han
reportado proteinuria, epidermdlisis, trombocitosis, hipoguesia y
excresion de zinc y cobre en la orina. Debido a las desventajas de esta
terapia su uso se ha restringido a los casos en que la terapia
convencional ha fallado o en los que se presenta mds de una forma de
enfermedad por clculos de cistina (179, 180).

Otra droga que puede ser de utilidad es la mercaptopropionilglicina
que puede ser mds efectiva en una reaccidn de intercambio de disulfuro que
conduce a la mezcla mercaptopropionil glicina-cistina, disminuyendo asi la
solubilidad de 1la cistina, Se han presentado efectos secundarios como
erupcidn en piel, fiebre, nduseas y reblandecimiento de las heces fecales.

En algunos casos la administracién oral o intavenosa de Gln reduce la

excresion de cistina, sin embargo, no todos los pacientes responden



favorablemente (181).

Para el tratamiento de los cdlculos ya formados se puede emplear
irrigacién del tracto urinario por catéteres uretrales puestos por
nefrostomia  subcutdnea con soluciones de N-acetil-penicilamina, D-
penicilamina y tromotiamina, que son efectivos de una semana a varios
meses. Hay que tener presente las medidas ascépticas necesarias para
evitar infecciones (182),

Para algunos pacientes en los que los cdlculos producen dolor
intratable, puede estar indicada la extraccidn quirdrgica de dichos
cdlculos, sin embargo, esta prdctica puede reducirse por diagndstico y
tratamiento correctos.

En los pocos casos en que la cistinuria ocaciona falla renal crdnica
el transplante renal puede ser efectivo. Se ha reportado excresidn normal

de aminodcidos por 3 1/2 afios después del transplante (183).

Cistinosis.~ La cistinosis se caracteriza bioquimicamente por un alto
contenido intracelular de cistina, que se almacena en los Tisosomas, lo
que da como resultado desposicidn de cristales de cistina en cdrnea,
conjuntiva, médula dsea, nédules linfdticos, Tleucocitos y dOrganos
internos. No se conoce el producto génico que conduce a la acumulacidn de
cistina (184).

Se han reportado tres variantes de esta enfermedad: 1la forma
nefropdtica infantil, que es la mds estudiada, otra completamente benigna
y finalmente un tipo intermedio de la enfermedad.

Manifestaciones clinicas.- Los nifios con cistinosis parecen normales

al nacimiento y durante los primeros meses de vida. Las primeras
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manifestaciones de la enfermedad, generalmente son producidas por defecto
en la reabsorcidn tubular renal de agua, con 1a consecuente poliuria y
polidipsia que conduce a deshidratacidn y fiebre recurrente, esta (ltima
es uno de los signos mds constantes de la enfermedad. Aproximadamente al
aflo de edad los nifios muestran retraso en el crecimiento, casi siempre
permanecen por debajo de la 3a. percentila en tamafio y peso. Presentan
también raquitismo, acidosis y otras evidencias producidas por las
anomalfas tubulares renales, como incremento de la excresidn de glucosa,
aminodcides, fosfato y potasio.

Algunos pacientes muestran episodios recurrentes de postracidn aguda,
debilidad y colpaso cardiovascular que puede conducir a una muerte tempana
y repentina. Estos sintomas pueden precipitarse por administracién de
glucosa intravenosa.

En esta enfermedad se presentan grandes cambios en los electrolitos
del suero debido a falla renal y muchos de los sintomas se han relacionado
con una profunda hipocalemia.

Aunque el desarrollo mental parece normal, recientemente se ha hecho
aparente que muchos pacientes desarrollan hidrocefdlia. E1 dafio glomerular
progresa de una manera esporddica pero irreversible, puede permanecer
estable por muchos meses o adn afios, seguida por periodos de total y
rdpido deterioro que parece no estar relacionado con ningdn factor
bioquimico o ambiental.

La mayorfa de 3los nifos cistinétfcos tienen el cabello rubio y
pigmentacion mds clara que sus padres. En los primeros afios muchos de
ellos desarrollan severa fotofobia. Los exdmenes oftalmoldgicos con

biomicroscopio con ldmpara de hendidura descubren opacidades refrdctiles
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dispersas homogéneamente en la cdrnea y en la conjuntiva. Se han
identificado cristales de cistina en la periferia de la cdrnea, al
principio solo 1/3 a 2/3 de la regidn de la cdrnea estd afectada pero con
el tiempo la regidn entera es involucrada. Los cristales de cistina son
tipicos de todas las formas de cistinosis, €stos aparecen antes de las
manifestaciones c¢linicas de cistinosis nefropdtica, pero no estdn
presentes al nacimiento. Ademds la forma nefropdtica infantil presenta una
nefropatia periférica caracterfstica (185).

La cistinosis begnigna fue primeramente descrita en 1957 por Cogan y
colaboradores, desde entonces se han reportado muchos casos. En esta
variante existen depGsitos de cristales en la cdrnea, médula dsea y
leucocitos, perc no inhabilitan al paciente, no existe dafio renal y los
pacientes viven normalmente hasta la vida adulta. Se diagndstica 1la
enfermedad sdlo cuando se realizan exdmenes oftalmolégicos debido a otras
causas, que ponen de manifiesto los cristales de cistina, sin embargo el
contenido medio de cistina no es elevado (186).

La cistinosis variante intermedia se ha descrito mds recientemente.
Los pacientes con esta variante difieren de aquellos con cistinosis
benigna en que padecen disfuncién renal y difieren de los pacientes con la
forma nefropdtica infantil en que el inicio de la enfermedad es mds tardio
y la insuficiencia renal progresa mids lentamente. La edad de inicio de los
sfntomas varfa entre 10S 18 meses y los 17 afos. Los pacientes muestran
material cristalino en cdrnea, conjuntiva y médula d&sea, también han
mostrado incremento de 1la concentracidn de cistina en leucocitos y
fibroblastos de piel cultivados. Se presenta fotofobia, retinopatia y en

algunos casos disminucidn del crecimiento. Todos estos sintomas son menos
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severos que en la forma nefropdtica infantil,

Es posible que esta variante sea el resultado de dobles
heterocigotos, es decir, un padre con el gen para la forma nefropdtica
infantil y otro con el gen para cistinosis benigna (187).

Herencia.- Se ha reportado herencia autosdmica recesiva para las 3
variantes.

Diagndstico.- Los hallazgos de laboratorio, (glucosuria,
aminoaciduria, aciduria orgdnica, excresidn elevada de fosfato, acidosis
hiperclorémica, proteinuria, orina alcalina con elevado contenido de idn
amonio), pueden hacer sospechar tanto de cistinosis como de sindrome de
Fanconi. Sin embargo, en la cistinosis existen cristales de cistina en
varios tejidos del organismo que pueden poﬁerse de manifie5t6 fdcilmente
en cérnea y médula Ssea (188). La cdrnea puede ser normal al examen
macroscédpico y oftalmolégico, sin embargo el examen de lampara de
hendidura revela infinidad de cuerpos refringentes (189). En algunos
casos los cristales pueden observarse en leucocitos de sangre periférica,
pero pueden demostrarse con mayor frecuencia en aspirados de médula ésea,
en tejido de nddulos Tinfdticos o en biopsia de rifion. Deben evitarse las
técnicas de fijacién o de tincidn que disuelven los cristales de cistina.
Mediante examen fundoscdpico pueden observarse irregularidades granulosas
en la retina a las 5 semanas de vida, esta observacién antecede en muchos
meses al hallazago de cristales (190).

Existe 1a posibilidad de diagnéstico prenatal mediante la estimacion
del contenido de cistina libre en leucocitos de sangre periférica y de
fibroblastos de piel que es 5 a 6 veces superior al contenido normal,

(191) (consultar apéndice o referencias).
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Tratamiento.- En los estados tempranos de la cistinosis nefropdtica
un suministro adecuado de flufdos puede corregir la acidosis metabdlica y
el déficit de potasio. Los pacientes con inicio tardfo de 1a enfermedad
pueden ser tratados en forma similar a los de la forma nefropdtica
infantil, 1los pacientes con cistinosis benigna no requieren tratamiento.
La acidosis y la hipocalemia pueden corregirse por el uso de citrato de
sodio y potasio, se cuenta con preparados comerciales que suministran 2g
de dcido cftrico, 3 g de citrato de sodio y 3.3 g de citrato de potasio
por cada 30 ml. E) raquitismo en muchos casos puede ser corregido por la
administracién de 10,000 a 15,000 unidades al dia de vitamina D, algunos
pacientes son mds fdcilmente tratados con dihidrotacisterol, 1,25-
dihidroxicolecalciferol. La hidroclorotiazida también ha sido .(til en el
tratamiento del raquitismo cistindtico. Cuando se presentan enfermedades
infecciosas que causan diarréa en pacientes cistindticos es necesario
suministrar flufdos por v{a intravenosa (192).

E1 uso de drogas especfficas, tales como: penicilamina. detrietiol y
cisteamida han mostrado ser benéficos para pacientes cistiniticos. Agentes
reductores como el 4cido ascérbico pueden ser de utilidad. Pueden
emplearse, Junto con otra forma de terapia, dietas bajas en contenido de
aminodcidos azufrados. Finalmente existe la posibilidad de transplante
renal para aquellos casos en los que el dafio nefropdtico haya sido tal,

que ha ocasionado disfuncidn renal (193, 194, 195).

Déficit de sulfitoxidasa.- En la fase final del catabolismo de
cistina se forma en rifidn y se excreta por orina sulfato inorgdnico. Se ha

reportado una condicién en 1a que no hay actividad de la sulfitoxidasa que



tiene como consecuencia la excresidn urinaria de grandes cantidades de
sulfito, tiosulfato y S-sulfo-L-cisteina con ausencia de sulfato, {figura
29).

Las manifestaciones clinicas de esta enfermedad son: oligofrenia,
Tuxacidn de los cristalinos y anomalias neuroldgicas.

Herencia.- E1 defecto se hereda presumiblemente en forma autosdmica
recesiva (196).

Diagndstico.- La excresién urinaria de sulfito se pone de manifiesto

por el método de Kutter y Humbel (197) (consultar apéndice o referencias).

/9-mercaptolactato-cistejna disulfiduria.- E] disulfuro de /?-
mercaptolactatocistefna es un derivado de 1a Cis en el que uno de Jos dos
grupos amino es sustituido por un grupo hidroxilo. Este compuesto se ha
encontrado en elevadas concentraciones en la orina de un enfermo
oligofrénico producto de una unidn entre hermanos. No hubo otras anomalfas
de aminodcidos. E1 trastorno se descubié mediante 1a prueba del
nitroprusiato cuando se investigaba una cistinuria (198).

Un resultado positivo en la prueba del cianuronitroprusiato, sin

cistinuria ni homocistinuria, es indicativo de este padecimiento (199).

Taurinuria.- La taurina se elimina normalmente por la orina como un
intermediario en 1la oxidacidén de Cis, (figura 29}, Se ha reportade en
algunas familias, con camptodactilia, excesiva eliminacidén de taurina
debida a un gen dominante.

Diagndstico.- Puede determinarse Ta concentracién urinaria de

taurina mediante cromatografia de intercambio {dnico (200) (consultar
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apéndice o referencias).
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CAPITULO VI

AMINOACIDOS CON CADENA
LATERAL ALIFATICA
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AMINOACIDOS CON CADENA LATERAL ALIFATICA
Dentro de los aminodcidos con cadena lateral cargada se encuentran 3
aminodcidos ramificados: Val, Leu e Ile que coinciden en algunos puntos de
su metabolismo, por lo que los trastornos en su metabolismo se tratardn

Jjuntos.

Aminodcidos ramificados

o Hae 4 oy 4
CHy Cit- ¢-Cool CHy CH Ch- G- COCH CHty-CHCH G-cool
NH, N, I
valina isoleucina leucina

Trastornos en el metabolismo de aminodcidos ramificades.- Dentro del
metabolismo de los aminodcidos ramificados destacan Tlos siguientes
trastornos enfermedad de la orina del jarabe de arce, hipervalinemia,
aciduria isovalérica, aciduria glutdrica tipo II, aciduria etilmalénica-
adfpica, deficiencia de 3-metilcrotoinil CoA carboxilasa, deficiencia de
3-hidroxi-3-metilglutaril CoA 1liasa, deficiencia de 3-cetotiolasa,
acidemia propidnica y acidemia metilmaldnica, algunos de 1los cuales
son comunes con la ruta de los Jcidos grasos,(figura 30).

Enfermedad de 1ta orina del jarabe de arce.- Este trastorno estd
caracterizado por la excresién de orina que expele un olor muy parecido al
Jarabe de arce. La sangre y la orina contienen cantidades aumentadas de
10§ aminodcidos ramificados: Val, Leu e Ile. Es muy caracteristico que la
orina contenga cantidades aumentadas de los cetodcidos derivados de estos
aminodcidos.

Se sabe que el defecto radica en la decarboxilacidn oxidativa de los

cetodcidos (201), (figuras 30 y 30a).
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Se han reconocido 5 variantes para esta enfermedad: la forma cldsica,
la forma intermitente, 1la forma intermedia, la forma con respuesta a 1a
tiamina y la deficiencia de dehidrolipoildeshidrogenasa.

Manifestaciones clinicas.- Forma cldsica. Los nifios con la forma
cldsica de la enfermedad parecen normales al nacimiento, pero a los pocos
dias empiezan a mostrar fallas en el desarrollo, dificultades al
alimentarse, vdémitos recurrentes, signos neuroldgicos tales como
convulsiones y rigidez generalizada que aparecen rdpidamente,
posteriormente aparecen estupor, hipotonia, y respiracién irregular hasta
1legar a letargia, coma y finalmente a la muerte. Las infecciones con
frecuencia apresuran el periodo terminal. Si los pacientes no tratados
sobreviven a las primeras semanas se presentardn anormalidades en el
elctroencefalograma, severo retraso psicomotor, postura disténica
generalizada y en algunos casos ptosis lateral, oftalmoplegia y diplegia
facial con moderada a severa hipoglicemia (202).

Forma intermitente.- En esta variante nifios que al parecer estaban
sanos, desarrollan repentinamente signos de la  enfermedad, que
generalmente aparecen entre los 12 y los 24 meses de vida, que por 1lo
general son provocados por infecciones del ofdo o del tracto respiratorio
superior, por vacunacidn, cirugfa o un incremento repentino de proteinas
en la dieta. Los pacientes se vuelven irritables, atdxicos y
progresivamente letdrgicos. El1 olor a jarabe de arce es tipicamente
notorio durante estos episodfos, en que hay elevacién de aminodcidos
ramificados y sus correspondientes cetodcidos en sangre y en orina,
durante las remisiones 1las concentraciones de estos metabolitos son

normales en los liquidos corporales. A pesar del curso intermitente de la



enfermedad, cuando los sintomas se presentan pueden 1legar a ser fatales,
se han reportado algunos niflos que murieron durante un severo episodio
acidético. El1 desarrollo psicomotor tiende a ser normal durante las
remisiones.

La actividad de la decarboxilasa de cadena ramificada estdi reducida
en los leucocitos, pero no tanto como en la forma cldsica de la enfermedad
(203).

Forma intermedifa.- En esta variante del trastorno la sintomatologia
es menos intensa que en Ta forma cldsica. La concentracidén sanguinea
elevada de aminodcidos y cetodcidos ramificados persiste en una dieta no
restringida, el olor a jarabe de arce puede © no estar presente, Existe un
moderado retraso mental, hiperuricemia, leve anemia y 1igera acidosis
sistémica, no se ha observado anormalidad neuroldgica focal, aunque se
reporta ligera hipotonia generalizada, no se notaron ataques, ataxia, ni
vémitos excesivos. La evaluacidn de la actividad de la decarboxilasa de
aminodcidos ramificados "in vive" da resultados intermedios entre los
tipos cldsico e intermitente (204).

Forma con respuesta a la tiamina.- En esta variante de la enfermedad
el defecto sc encuentra en el locus del Ta enzima para el cofactor
pirofosfato de tiamina, que interviene en la decarboxilacidn oxidativa de
todos los «<¢-cetodcidos. La variante fue observada en un paciente con olor
a jarabe de arce, cantidades excesjvas de aminodcidos y cetodcidos
ramificados se detectaron en sangre y en orina (205).

pDeficiencia de dihidrolipoildeshidrogenasa,- La reaccién de
decarboxilacién oxidativa de los aminodcidos ramificados, es compleja,

como se muestra en la figura 32 y en ella interviene un complejo
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enzimdtico formado por las enzimas piruvato decarboxilasa, dihidrolipoil-
transacetilasa y dihidrolipoildeshidrogenasa. Cuando esta (Gltima es
deficiente se presenta acumulacién de aminodcidos y cetodcidos ramificados
en el cuerpo, acidosis ldctica y aciduria cetoglutdrica. La actividad de

las otras enzimas del complejo es normal (206) (figura 31).
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figura 31, Secuencia de reacciones catalizadas por el complejo de la
deshidrogenasa de cetodcidos ramificados, donde Elb representa la
decarboxilasa de cetodcidos, R la cadena acilo, TPP tiamina pirofosfato,
E2b dihidrolipoil transacilasa, Lip dcido 1ipoico, E3 dihidrolipoil
deshidrogenasa y FAD flavin adenin dinucledtido.

Herencia.- La forma de herencia de esta enfermedad, con todas sus
variantes, es autosdémica recesiva.

Diagnéstico.~ E1 olor de la orina a jarabe de arce es casi -siempre la
primer pista para orientar el diagndstico. Aunque no se sabe a que se debe
este olor, pues no se debe a la alta concentracidén de aminodcidos o
cetofcidos ramificados.

Se cuenta con métodos analiticos y métodos celulares para el

diagnéstico. Dentro de los métodos analiticos se cuenta con la prueba de
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dinitrofenilhidrazina y la prueba del cloruro férrico, que son itiles de
manera presuntiva, puesto que no son muy sensibles (207). Anteriormente
se empleaba la cromatograffa en capa fina para 1la determinacién de
dinitrofenilhidrazinas de aminodcidos ramificados, pero la resolucidn y la
sensibilidad no eran muy satisfactorios, por lo que se ha sustituido por
el empleo de cromatografia gaseosa auxiliada por espectrometrfa de masas
para la determinacidn de los cetodcidos derivados de los aminodcides con
cadena lateral ramificada (208).

Los estudios celulares implican la determinacidn de CO2 marcado con
140 liberado de aminodcidos y cetodcidos ramificados marcados en  cultivo
de fibroblastos de piel o en cultivo de leucocitos. Se ha observado que se
obtienen resultados mds consistentes empleando cultivos de fibroblastos y
empleando aminodcidos marcados (209).

Se habia descrito la posibilidad de didgnostico prenatal midiendo 1la
concentracidn de aminodcidos y cetodcidos ramificados en fluido amnidtico,
sin embargo, se han reportado casos de embarazos afectados en los que
estas determinaciones resultaron normales, Por lo que, se aconseja no
emplear este método (210) (consultar apéndice o referencias).

Tratamiento.- Ha sido un poco dificil establecer el tratamiento para
este trastorno, ya que involucra tres aminodcidos esenciales. Se han
reportado varias formas de tratamiento. Dents y Westall han reportado el
empleo de dietas bajas en los 3 aminodcidos ramificados que han producido
disminucidn en la concentacidn sangufnea de aminodcidos ramificados y sus
correspondientes cetodcidos, a valores casi normales, el paciente tratado
gand peso, pero no mejord clinicamente. Posteriormente Westall empleé

dietas sintéticas con mezcla de aminodcidos libres de los 3 aminodcidos
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ramificados adicionando fuentes naturales de proteina, con lo que obtuvo
mejorfa bioquimica y clinica, (211). Snyderman y sus colaboradores
emplearon tratamientos similares al de Westall, desde entonces se han
descrito variantes de estas dietas y en la actualidad estdn disponibles
preparados comerciales para este propdsito. Se han reportado algunos
riesgos al emplear estos preparados, como la disminucidn de dcido fdlico,
por el uso de preparados vitaminicos y algunos episodios hiperclorémicos
debido a la gran cantidad de cloro en las sales de los aminodcidos que se
emplean.

Puede emplearse el tratamiento con tiamina, para el tratamiento de la
variante que responde a tfamina, con 10 mg/dfa de hidrocloruro de tiamina
y algunos casos leves de la forma intermitente también han mostrado
respuesta al tratamiento con 10 a 1000 mg de hidrocloruro de tiamina al

dia (212).

Hipervalinemia.~ S61o ha sido reportade un caso en la literatura de
hipervalinemia. E1 trastorno se caracterizdé por una elevacidn de 5 a 10
veces la concentracién sanguinea de Val.

Al observar la ausencia de dcido 2-isovalérico, se pensd gue habfa un
defecto en la transaminasa que cataliza el paso de Val a dcido ex-
cetoisovalérico (figura 30). Los estudios realizades empleando Val como
donador de grupos amino no revelaron actividad de transaminasa, mientras
que la actividad correspondiente fue normal empleando Lev e ITe como
donadores.

Se sabe que los aminodcidos de cadena lateral ramificada comparten la

actividad de 1las mismas transaminasas, por lo que los hallazgos
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bioquimicos de esta condicién han sido explicados mediante dos hipdtesis:
una que sefiala que una mutacidn puede conducir a la sintesis de una
variante comir de transaminasas, capaz de catalizar la transaminacidn de
Leu e Ile, pero no de Val y otra que sostiene la existencia de
transaminasas especificas para Val que adn no se han identificado.

Herencia,- E1  trastorno se hereda, presumiblemente, en forma
autosdmica recesiva (213).

Diagndstico.- E1 defecto puede demostrarse por enayo de transaminasa
en leucocitos periféricos (214) {consultar apéndice o referencias).

Tratamiento.- E1 paciente reportado fue tratado con una dieta baja en
Val y con piridoxal fosfato (30 a 60 mg/dfa). Después de 9 meses con una
dieta restringida en Val cesd el vémito, aumentd el peso y 1la
hiperactividad disminuyé. ta concentracidn sérica de Val descendid al
rango normal. E1 tratamiento con piridoxal fosfato no causd cambios

significativos en la concentracidn sanguinea de Val (215).

Acidemia isovalérica.- Es un trastorno del metabolismo de la Leu en
el que el paciente expele un olor semejante a "pies sudados' y que es
debido a la presencia de acidos grasos de cadena corta en sangre. Durante
los episodios agudos de la enfermedad el Acido isovalérico se eleva en un
rango de 35 a 50 mg/dl (mds de 500 veces el valor normal), esta
concentacidén disminuye cuando los sintomas agudos se disipan. E1 4cido 3-
metilcrotdnico, el metabilito siguiente en la degradacién de Leu, se eleva
durante los episodios agudos, por 1o que se ha postulado que el blogueo
metab6lico estd lacalizade en este punto, catalizado por la enzima

isovaleril CoA deshidrogenasa {figura 30a). Algunos pacientes, ademds, han
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presentado isovalerilglicina y dcido 3-hidroxisovalérico en 1la orina
(216).

Manifestaciones clinicas.- La enfermedad puede tener dos cursos
clinicos: el agudo y el crdnico intermitente. En el curso agudo, los nifios
afectados parecen normales al nacimiento, pero a los pocos dias presentan
aumento en la frecuenciuva del vémito y rechazo a los alimentos.
Generalmente son hipertérmicos, pueden presentar retraso mental, se
vuelven letdrgicos, ciandticos y caen en coma que casi siempre es letal.
En muchos casos 1la causa de muerte es wuna severa cetoacidosis, una
diastésis hemorrdgica o una infeccidn. Si los pacientes logran superar la
etapa fulminante del periodo neonatal mediante un tratamiento adecuado, la
enfremedad tendrd un curso crénica intermitente. Secundariamente algunos
pacientes han mostrado moderadas a severas anomalfas hematolégicas; tales
como teucopenia, trombocitopenia y pancitopenia, esta (ltima se ha
observado durante las crisis agudas debidas a detencidn de la maduracidn
de precursores hematopoyéticos (217).

En la forma intermitente crdnica se presentan episodios de vdmito,
letargia, coma, cetoacidosis y olor caractenistico a pies sudados, estos
sintomas son menos severos que en la forma aguda. Tales episodios pueden
ser disparados por infecciones del tracto respiratorio superior o por
sobrealimentacidn con proteinas. A pesar de los episodios cetoaciddticos
la mayoria de Tos pacientes con esta forma de la enfermedad alganzan un
desarrollo psicomotor normal.

Herencia.- Se ha sugerido una forma de herencia autosdmica recesiva
{218).

Diagnéstico.~ Puede emplearse cromatografia de muestras de orina para
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seguir el curso agudo o realizarse cromatografia en columna de suero
destilado, para evitar la volatilizacidn del dcido isovalérico (219). Sin
embargo, es mds confiable emplear una columna cromatogrdfica con empaque
de doble revestimiento con una fase estacionaria y dcido fosfdérico (220).

También se puede medir la liberacién de €0, marcado con 18 & partir
de (2-14c)leuc1na o Acido (1-14C)isova1ér1co en cultivo de fibroblastos de
piel (221).

El diagndstico se confirma por medicidon de la actividad de 1la
isovaleril CoA deshidrogenasa en mitocondrias aisladas de fibroblastos de
piel (222) (consultar apéndice o referencias).

Tratamiento.~ Se han probado varios tipos de tratamientos entre los
que destacan la infusidn parenteral de glucosa y bicarbonato de sodio
durante los ataques acidéticos. La restriccién de Leu en la dieta a 115~
120 mg/Kg de peso corporal, en algunos pacientes ha reducido 1la
frecuencia de episodios agudos. La restriccién de protainas en la dieta a
1.5-2 g/Kg/dia ha dado mejores resultados (223).

Krierger y Tamaka probaron la administracidén de Gii a fin de
disminuir los ataques aciddticos. Administraron Leu (125 mg/Kg) y de G11
(250 mg/Kg) simultdneamente con lo que obtuviercn disminucién de 1la
concentracidn de 4cido isovalérico en suero y mayor eliminacidn de
isovaleril Gli por la orina. Cohn y sus colaboradores trataron a otros
pacientes con G11 (250 mg/Kg/dfa) por wfa nasogdstrica, lo cual did una
respuesta bioquimica drdstica con la declinacidn de la concentracidn de
isovalerato en suero y orina a menos de 1 mg/d1 en 3 dfas, 1la respuesta
clfnica se observd 3 a 4 dias después. Los pacientes salieron del estado

hipoténico de coma en que se encontraban; después de la remisién de los



sintomas clinicos los fueron tratados con G1i oral (800 mg/dfa) y con una
dieta de 1.5 g/Kg/dfa de protefna y 80 kcal/Kg/dfa, con lo cual han tenido

un desarrollo normal (224).

Aciduria glutdrica tipo Il.- En este padecimiento se ven afectadas
varias rutas metabdlicas en las que se incluyen 1los aminodcidos
ramificados, Lis, hidroxilisina, Trp y dcidos grasos, por alteraciones en

un paso catalizado por una acil CoA deshidrogenasa, (figura 32).

Lisina
Leucsn velian Bidroxilisine

Leucina Isoleucine l saroxiiist
tsovalertl 2-setiltutiril isobutirsl slutaril
Coa oA CoA Coa
1'[:. o 1... i.x-

3ometsl- tiglilcos  metilerilil  glotmconil
CoA Coa

crotonil-CoA

| i |

Figura 32. Rutas metabdlicas afectadas por la aciduria glutdrica tipo

La excresidn urinaria de dcidos grasos de cadena corta se encuentra
elevada, especialmente los dcidos isobutirico, n-butandice, 2-
metilbutirico, isovalérico y 1ll-hexandico. También se eleva la excresidn
de Acidos dicarboxflicos tales como etilmaldénico, adipico y especialmente
se incrementa la excresidén del dcido glutdrico hasta valores de 85.7
pmol/mg de creatinina, de aqui el nombre de la enfermedad. Se incrementan
también otros dcidos de 8 y 10 carbonos e hidroxidcidos como el 1ldctico,
2-hidroxibutirico, 3-hidroxibutirico, 2-hidroxisovalérico Yy 2-
hidroxiglutdrico.

Se sabe que las reacciones enzimdticas alteradas son las catalizadas
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por todas las deshidrogenasas para diferentes acil CoAs, sin embargo, el
defecto enzimitico preciso se desconoce (225).

Manifestaciones clinicas.- Se han descrito pocos pacientes con este
trastorno, Tlos cuales han desarrollado severa acidosis e hipoglicemia a
las pocas horas del nacimiento, A pesar del tratamiento con infusiones de
glucosa y bicarbonato la hipoglicemia aumentd. Presentaron un fuerte olor
a ples sudados y también han mostrado hipotermia, convulsiones y muerte
aproximadamente a los 3 dfas de vida.

Herencia.- Los estudios familiares han sugerido herencia recesiva
ligada al X, pero aln no es un dato determinante (226).

Di§gndst1co.- Una severa hipoglicemia de etiologia desconocida, con
acidosis y sin la concomitante cetosis puede hacer sospechar de 1la
enfermedad (227). E1 diagnéstico definitivo se realiza por cromatografia
de orina, con identificacidn de d&cidos orgdnicos apoyada por
espectrometria de masas (228) (consultar apéndice o referencias).

Tratamiento.- Se  intento tratar algunos pacientes con Gli y
bicarbonato para reducir la hipoglicemia y la acidosis, sin embargo, 1los
pacientes murieron a 1los 3 dias de nacer. Adn no se ha reportado un

tratamiento eficaz (229).

Aciduria etilmaldnica-adfpica.- En este trastorno se ven afectados
los mismos pasos que en la aciduria glutdrica tipo II, sdlo que 1la
expesign bioquimica es diferente. En este caso se e;creta gran cantidad de
&cido etilmalénico, dcido adfpico y hexanoilglicina. La cantidad eliminada
de &cido glutdrico no es alta y con frecuencia no es detectable (230)

Manifestaciones c¢linicas.- Se reportd el caso de una nifia que
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presenté a las 7 semanas episodios repetidos de vémito, letargia y coma
acompafiada por acidosis e hipoglicemia, Los sintomas aparecieron después
de una ingesta oral pobre. Al afo de edad presentd un ataque de
gastroenteritis que fue enfatizado por letargia. A los 4 afios se presentd
un episodio de vdémito, convulsiones y coma con severa-hipoglicemia,

Herencia.- Este trastorno se hereda en forma autosémica recesiva,
(231).

Diagnéstico.- Se diagnostica mediante los mismos procedimientos que
se emplean en la aciduria glutdrica tipo II.

Tratamiento,- La paciente descrita ha sido tratada con dieta baja en
grasa y alta en carbohidratos, 1la excresion de d4cido etilmalénico
permanecid esencialmente igual pero la excresidn de otros dcidos orgdnicos
disminuyé notablemente., Durante este tratamiento la paciente presentd 4
episodios de vémito y letargia, pero en ninguno hubo acidosis o

hipoglicemia (232).

Deficiencia de 3-metilcrotonil CoA carboxilasa.- En este trastorno
del metabolismo de Leu, la ﬁ-metilcrotoni] CoA no puede ser convertida a
/’-hidroxi—f—metﬂg]utarﬂ CoA por accidn de 1a enzima 3-metilcrotonil CoA
carboxilasa que fija C02 y emplea biotina como cofactor, (figura 30a).
La deficiencia de actividad de la enzima conduce a la eliminacién por via
renal de grandes cantidades de icido J-meti‘lcroténico conjugado con G1i y
la eliminacidn de &cido 3-hidroxivalérico. Ademds, algunos pacientes
eliminaban dcido ldctico, dcido pirdvico y tigli]g]vicina (233).

Manifestacines clinicas.- Se han repqrtado muy pocos €asos, en uno de

ellos, el paciente presentd sintomas neurolégicos a los 4 1/2afios, Su
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crecimiento fue normal, pero el desarrollo motor fue retrasado, presenté
hipotonia, ataxia de los mdisculos esqueléticos, ausencia de les reflejos
de los tendones, fibrilacidn de la lengua, su aspecto clinico era similar
al de la atrofia muscular infantil (enfermedad de Werdnig-Hoffmann). Fue
notado un olor peculiar parecido al de la orina del gato macho, sin
embargo, no presentd acidosis, este paciente no respondié al tratamiento
con biotina. En otro caso se presentd grave acidosis y cetosis con
erupcidn eritematosa en las articulaciones y en los gluteos, este paciente
respondié favorablemente a la administracidn de biotina.

Herencia.- Se ha sugerido herencia autosdmica recesiva {234).

Diagndstico,- Puede hacerse andlisis de los metabolitos excretados en
1a orina por cromatografifa, la deteccién de dcido 3-hidroxisovalérico y 3-
metilcrotonilglicina establecen el diagndstico (235) {consultar apéndice
o referencias),

Tratamiento.- E1 paciente con respueta a la biotina fue tratado con
10 mg de biotina con lo cual elimind completamente la acidosis, la
cetosis, Tos metabolitos de Leu y la erupcidn (236).

El otro paciente fue tratado con una dieta baja en Leu y suplementada
con 0.25 mg de biotina/dfa, aunque Ta excresidn urinaria de 3-
hidroximetilisovaierato y 3-metilcrotoniiglicina disminuyd, no hubo

mejorfa clinica y el paciente murid después de 3 meses.

Deficiencia de  3-hidroxi-3-metilglutaril CoA 1iasa.- En esta
enfermedad se excretan por la orina grandes cantidades de dcido 3-
metilglutacénico, d&cido 3-hidroxisovalérico y dcido 3-metilglutdrico. Tal

anormalidad bioquimica se debe a un bloqueo en el yltimo paso del



catabolismo de Leu en el que interviene la enzima 3-hidroxi-3-metil-
glutaril CoA liasa (237) {figqura 30a).

Manifestaciones clinicas.~ Los nifios afectados por el trastorno
parecen normales al nacimiento, a los pocos dias empiezan a presentar
severos episodios de vémito, cianosis, hipotonia, letargia y acidosis
metabdlica, extrema hipoglicemia (1.8 a 7.2 mg/d1), algunos pacientes han
muerto durante uno de estos episodios, en otros la consecuencia ha side
dafio cerebral causando hemiplejia y movimientos coreoatetoides.

Herencia.~ Aunque no se ha precisado bien, se sugiere herencia
autosdmica recesiva (238).

Diagndstico.- La deteccién de dcido 3-metilglutacdnico, dcido 3-
hidroxisovalérico y dcido 3-metilglutdrico pueden orientar el diagnéstico,
que se confirma con la medicién de la actividad enzimdtica en fibroblastos
(239) (consultar apéndice o referencias).

Tratamiento.- Algunos pacientes responden bien al tratamiento con una
dieta restringida en proteinas a 2 g/Kg/dfa (240}.

Deficiencia de 3-cetotiolasa.- Esta condicidn involucra la enzima
que cataliza el (i1timo paso del catabolismo de Ile, la deficiencia de esta
enzima conduce a la formacidn de propionil CoA y acetil CoA. Aunque no ha
sido caracterizada se piensa que dicha enzima es 1a 3-cetotiolasa. En esta
condicién la eliminacidn wurinaria de  2-metil-3-hidroxibutirato, 2-
metilacetoacetato y butanona se encuentran incrementadas (241).

Manifestaciones clinicas.- Han sido variables, unos pacientes han
presentado episodios cetoaciddticos severos, otros han muerto durante

episodios febriles, vémito, hiperventilacidn y ataques. Otros mds han



presentado ataques de letargia y vémito a las 12 semanas de vida, retraso
en el desarrollo, neutropenia, trombocitopenia, hiperglicinemia,
hiperglicinuria e hiperamonemia. Un paciente mds fue reportado con
hiperglicinuria, pero sin hiperglicinemia.

Herencia.- Se ha sugerido herencia autosémica recesiva (242).

Diagnéstico.- Se puede realizar cromatografia en orina para
determinar la excresidn de dcidos orgdnicos (243) (consultar apéndice o
referencias).

Tratamiento.- La restriccidn moderada de protefnas en la dieta y el
tratamiento de los episodios cetoacidfticos permite un desarrollo normal

en Tos pacientes (244).

Acidemia propidnica.- Este trastorno se debe a deficiencia de 1la
propionil CoA-carboxilasa, Tlo que produce acumulacidn de dcido propidnico
(figura 30). La concentracidn de aminodcidos ramificados, Trn y Met se
eleva en plasma, ocasionando la aparicién de ataques aciddticos, durante
los cuales aparecen en la orina 2-butanona y otras cetonas derivadas del
metabolismo de Ta Ile (245).

Manifestaciones c¢linicas.- Se presenta grave acidosis y cetosis en
los primeros dias de vida. Mds tarde aparecen retraso en el desarrollo
fisico y mental, osteoporosis, trombocitopenia y neutropenia periddica,
episodios  de vomito que Junto con la cetoacidosis parecen estar
relacionados con la cantidad de protefnas ingeridas. Algunos pacientes han
muerto durante un episodio cetoacidético.

Herencia.- Se ha sugerido herencia autosdmica recesiva para esta

condicidn (246).



Diagndstico.~ E1 desarrollo de cetosis o cetoacidosis en el perfodo
neonatal puede hacer sospechar de esta condicidn. Las determinaciones de
dcido propidnico en sangre y orina y los estudios de la actividad de
propionil CoA-carboxilasa en leucocitos y fibroblastos establecen el
diagndstico definitivo (247).

Se puede realizar diagnéstico prenatal por medicién de Ta actividad
enzimitica en cultivo de células de flufdo amnidtico (248) (consultar
apéndice o referencias).

Tratamiento.- Una dieta baja en proteinas o una dieta selectiva con
reduccidn de los aminodcidos precursores del dcido propidnico disminuye la
frecuencia y gravedad de los brotes clinicos y produce aumento de Tos
neutréfilos circulantes. Los episddios cetoacidGticos se pueden tratar por
administracidn parenteral de bicarbonato de sodio., Algunos pacientes han
mostrado buena respuesta al tratamiento con biotina, 1la coenzima de 1la

enzima afectada (249).

Aciduria metilmalénica.- En esta condicién se eliminan grandes
cantidades de dcido metilmalénico en la orina, de 240 a 5700 mg/dfa (valor
normal 5 mg/dfa) y se eleva su concentracién sanguinea a valores de 2.6 a
34mg/dl lo mismo que en el liquido cefalorraquideo.

Existen 4 formas de la enfremedad. Las dos variedades mds frecuentes
se relacionan con Ta enzima metilmalonil CoA mutasa, que convierte la L-
metilmalonil CoA en succinil CoA. Esta enzima requiere para su correcta
actividad 5'-desoxiadenosil cobalamina. Se han encontrado formas con y sin
respuesta a la cobalamina. La tercera forma es debida a un defecto en el

metabolismo de la vitamina BIZ‘ en el que la cobalamina no puede
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convertirse en la forma desoxiadenosil ni en la forma metilada. En este
caso estdn afectados tanto el metabolismo de homocisteina cﬁmo el del
metilmalonato. La cuarta forma se relaciona con la enzima metilmalonil CoA
racemasa, que metaboliza Tas formas D y L del metilmalonato (250, 251)
{figura 30).

Manifestacfones clinicas.~- Se ha reportado bajo aumento de peso,
vémitos, acidosis metabdlica, Jletargia, deshidratacién e hipotonia
muscular.

Herencia.- Los estudios familiares han sugerido herencia autosdmica
recesiva (252).

Diagndstico.- Se puede detectar metilmalonato por andlisis
colorimétricos en orina o por cromatografia liquido-gas en suero y orina,
(253). La deficiencia de cobalamina puede ser excluida por medicidn
directa de su concentracidn en suero. La confirmacidn del diagndstico y de
la etiologfa depende de estudios de laboratorio mds elaborados en cultivos
celulares {254).

E1 diagndstico prenatal se puede establecer por medicidn de
metilmalonato en Iliquido amnidtico y en la orina materna a la mitad del
primer trimestre y por estudios de la actividad de la mutasa y del
metabolismo de cobalamina en cultivo de células de lfquido amnidtico (255)
{consultar apéndice o referencias).

Tratamiento.- Una restriccign de protefnas en la dieta o restriccién
de los aminodcidos precursores de metilmalonato con ~suplemento de
cobalamina, 1 a 2 mg/dia de cianocobalamina o hidroxicobalamina, puede
ayudar a reducir los sintomas clinicos y bioguimicos de 1la enfermedad

(256).



Glicina

Trastornos en el metabolismo de glicina.- Dentro de los trastornos
que afectan el metabolismo de G1i destacan la hiperglicinemia no ceténica

y la hipersarcisinemia.
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Figura 33. V.ias metabdlicas de la G114,

Hiperglicinemia no cetdnica.- En esta condicidn se excretan
cantidades etevadas de G1i en los flufdos corporales, no se ha demostrado
1a presencia de dcidos grasas en sangre o en orina.

Esta enfermedad fue detallada por Gerritsen y colaboradores, El1 sitio
del bloqueo metabdlico se encuentra en la reaccidn de desdoblamiento de

Gl a COZ’ NH3 e hidroximetiltetrahidrofolate. Ya que este J(ltimo
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compuesto reacciona con otra molécula de GIi para former Ser, la
conversidn de Gli en Ser también estd alterada (figura 33).

La concentracidn de G1i en sangre se eleva hasta valores de 6.9 a 9.3
mg/dl. La concentracidén de G1i en liquido cefalorraquides varia entre 1.0
y 1.7 mg/dl (valor normal 0.1 mg/d1). La excresién de Gli en la orina
puede estar aumentada, se puede excretar entre 1 y 3 g/dia (valor normal
0.1 g/dfa 5 0.2 mg/ml de creatinina) (257).

Manifestaciones clinicas.- Los pacientes con hiperglicinemia no
cetdnica son retrasados mentales, apdticos, no ganan peso y tienen ataques
convulsivos, no obstante, no presentan episodios de acidosis o cetosis. Se
ha reportado un caso de hiperamonemia en un paciente.

Herencia.~ La forma de herencia es autosdmica recesiva (258).

Diagndstico.~- E1 estudio de la acumulacidn de dcidos orgdnicos,
especialmente dcido propidnico y dcido metilmaldnico y la elevada
concentracidn de G11 en sangre permite orientar el diagndstico. La
concentracidn elevada de estos metabolitos en sangre, orina y fluido
cerebroespinal establecen el diagndstico (259) (consultar apéndice o
referencias).

Tratamiento.~ No se ha encontrado tratamiento efectivo. Sin embargo,
se han probado varios tipos de terapia con algunos efectos positivos.
Durante el periodo neonatal se puede obtener una mejonfa temporal con
tranfusidn o didlisis peritoneal, La concentracidn de Gli puede disminuir
con una die’y restringida en protefnas o por administracién de benzoato de
sodio, no obstante, esto no parece alterar el curso de la enfermedad. La
administracién de N°-formiltetrahidrofolato y la administracidn de Met

para proveer grupos de un carbono, puede reducir la concentracién de Gl§
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en plasma, pero, por otro lado, 1a Met puede 1legar a ser téxica para le
organismo.

E1 tratamiento con estrignina, que puede bloquear los efectos
glicinérgicos de inhibicidn postsindptica, ha proporcionado un modesto

logro en el tratamiento de esta condicidn (260).

Hipersarcosinemia,- Este trastorno se decubrié al evidenciar
concentraciones aumentadas de N-metilglicina (sarcosina) tanto en sangre
como en orina de dos hermanos afectados.

E1 defecto metabSlico se encuentra en la actividad del complejo de la
sarcosina dehidrogenasa; un sistema enzimitico que convierte sarcosina en
G!'i y wuna unidad de un carbono. La sarcosina es derivada de
dimetilglicina, la cual a su vez deriva de la betafna. Esta serie de
reacciones constituyen parte del ciclo de l-carbono, {figura 33).

La sarcosina deshidrogenasa no parece ser una enzima esencial activa
en humanos (261).

Manifestaciones clinicas.- Existen considerables variaciones en los
sintomas fifsicos y mentales de 1los individuos afectados por esta
condicién. Uno de los pacientes originalmente deserito era retrasado
mental, no presentd buen desarrollo fisico, tenfa dificultades en la
deglucién y fallecid a los 14 meses de edad. Otro enfermo presentd
hepatoesplenomegatia y metamorfosis adiposa de hfgado. Otro paciente mis,
de 10 afios tenfa inteligencia normal, estatura corta y contractura de los
misculos de los miembros infericres.

Herencia.- E1 patrdn de herencia es, presumiblemente, autosémico

recesivo (262).
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Diagndstico.- E1 diagndstico de este trastorno se establece por
determinacidén de incremento en la concentracidn sanguinea y urinaria de
sarcosina y etanolamina (263). Al parecer no existe actividad de 1la
sarcosina deshidrogenasa en fibroblastos de sujetos normales, por 1o que
el diagnésatico prenatal no puede realizarse por estudios enzimiticos en
cultivo de células de liquido amnidtico (264) (consultar apéndice o
referencias).

Tratamiento.~ Existe poca informacidn con respecto al tratamiento,

pero puede intentarse la restriccidén de G11 en la dieta.
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Alanina

Tratornos en el metabolismo de alanina.- Se han identificado dos
desérdenes en el metabolismo de Ala: Jla hiper-ﬁalaninemia y 1la

deficiencia de carbosinasa en suero que también involucra a la His (figura

34), _ Chz CH-CeO8 Cit 5 CH- COOH
sinicsir trotefem ae o K “d? 'I \li !IH
Ne ~ & e
v (),
W
taiatiding 2
. cBrnosira
i
se. nctuico « cu, .
hintidinm

.
H2N~CM2- CHZA CGoh

. RS PO RS
®&.of:1seztaldanlae

Figura 34. Vias metabSlicas de/f-alam'na e His

Hiper—f’—a]aninemia.- En este trastorno se excretan por la orina
grandes cantidades de (]- alanina, Acido Y-aminobutirico, taurina y dcido
ﬂaminobuc{rico. Las concentraciones de /’-a]am’na y dcido ~a)’-aminobutfrico
también se incrementan en plasma y liquido cefalorraquideo.

La causa mds probable de este trastorno es un defecto en la oxidacidn
de /’-alanina, debido a disminucidn de la actividad de 1a transaminasa que
cataliza el paso de f-zﬂanina a semialdehido maldnico (265) (figura 34).

Manifestaciones clinicas.- Se ha reportade un paciente con letargia,
somnolencia y ataques epilépticos.

Herencia,- Se sugiere herencia de tipo autosémico recesivo (266).

. Diagndstico.~ Se puede emplear cromatografia de orina de acuerdo al
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sistema de Dent, para detectar /ia]anina y Acido f—aminobutfrico (267)
{consultar apéndice o referencias).

Tratamiento.- No se ha encontrado un tratamiento eficaz. La
piridoxina parece disminuir temporalmente la acumulacidn de -alanina,

aungue no se ha observado mejorfa clinica (268).

Carnosinemia (deficiencia de carnosinasa en suero).- Este trastorno
se caracteriza por persistente carnosinuria, eliminacién urinaria de
anserina y deficiencia de carnosinasa en suero y tejidos. Un paciente ha
presentado una carnosinemia persistente y aumento del décuplo de
homocarnosina en liquido cafalorraquideo, a pesar del regimen dietético
libre en carnosina.

E1 defecto radica en la enzima carnosinasa que normalmente hidrolisa
la carnosina a His y/dlalanina (269) (figura 34).

Manifestaciones clinicas.- Se ha reportadon retraso mental, ataques
miocldnicos, retraso psicomotor, acompaiiados por  anormalidades
electroencefalogréficas no especificas. Entre los hallazgos patoldgicos se
encuentran degeneracidn axonal en nervios periféricos, demielinacidn del
tracto piramidal y del tracto cerebelar, pérdida neurcnal en la corteza
cerebral y deterioro en células musculares.

Herencia.- E1 patrdn de herencia no es claro, los estudios parecen
sugerir herencia autosémica recesiva, sin embargo existen datos por los
que no se puede excluir herencia recesiva ligada al X (270).

Diagndstico.- Puede realizarse cromatografifa bidimensional en orina
para detectar carnosina y anserina (271). Para distinguir entre verdadera

carnosinemia y la relativamente comin carnosinemia producida por comer
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grandes cantidades de carne, el paciente puede ser alimentado con carne de
pollo como fuente de anserina. Si la orina de este paciente contiene 1-
metilhistidina, fdciimente detectable, 1la deficiencia de carnosinasa es
excluida. Si este compuesto no se detecta y hay presencia de anserina se
trata de una deficiencia en la actividad de 1la carnosinasa. Esto también
diferencia el trastorno de la carnosinemia producida por imidazoluria en
nifios con el sindrome de Spielmeyer-Vogt (272).

E1 diagndstico se confirma por andlisis de la actividad de
carnosinasa en suero (273) {consultar apéndice o referencias).

Tratamiento.~ Se puede probar una terapia por reemplazo enzimitico y

eliminacidn de carnosina en la dieta (274).
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AMINOACIDOS CON CADENA LATERAL CARGADA
Histidina
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Trastornos en el metabolismo de histidina.- E1 metabolismo de His
estd interconectado con el metabolismo de [’—a]anina y del Jdcido félico.
La carnosinemia, descrita dentro del metabolismo de Ala, se ha
considerado en algunos casos dentro del metabolismo de His. Los trastornos
que se considerardn en este trabajo serdn: histidinemia y sfndromes por

deficiencia de formiminotranferasa.
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Histidinemia.- En este padecimiento se acumulan grandes cantidades de
His en los fluidos del cuerpo. Se han reportado concentraciones de His en
plasma hasta valores de 5 a 18 mg/d} (valor normal 1 mg/dl1). Cantidades
aumentadas de His también se encuentran regularmente en la orina. Se han
encontrado también concentraciones elevadas de Ala en sangre, disminucidn
de la concentracidn de serotonina y niveles bajos de plaguetas.

El trastorno se debe a disminucién en la actividad de 1a histidasa en
higado y en piel, esta enzima normaimente convierte la His en dcido
urocdnico. Cuando 1la His no puede ser convertida en dcido urocdnico se
transforma en dcido imidazolpiridvico. Se ha encontrado que la excresidn de
este dcido se encuentra entre 26 y 264 mg/dia con un promedio de 155
mg/dfa. Como consecuencia del bloqueo metabdlico los pacientes
histidinémicos no eliminan dcido urocdnico, que normalmente se elimina en
pequefias cantidades por la orina (275) (figura 35).

Manifestaciones clinicas.- Algunos pacientes muestran trastornos en
el lenguaje, retraso en el desarrollo y otros retraso mental, sin embargo,
algunos pacientes no muestran anormalidades clinicas.

Herencia.- La histidinemia es transmitida por un rasgo autosdmico
recesivo (276).

Diagngstico.~ Se requiere elevada concentracidén de His para el
diagndstico. Se puede realizar un tamiz metabdlico para aminodcidos por
cromatografia en orina, donde una histidinuria hard sospechar del
trastorno (277}, también puede emplearse electroferograma de la orina o la
prueba del cloruro férrico (278). €1 diagndstico se confirma por medicién
de la actividad de histidasa en higado o en epitelio cérneo (279). Puesto

que esta enzima no se expresa en fibroblastos el diagndstico prenatal no
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puede realizarse por cultivo de células obtenidas por amniocentesis (280)
(consultar apéndice o referencias).

Tratamiento.- No se tiene un tratamiento eficaz, sblo se indica 1la
restriccién de His en la dieta para disminuir los niveles de His en Jlos

flufdos del cuerpo, aunque no las anormalidades clinicas (281),

S{ndromes por deficiencia de formiminotransferasa.- Los pacientes que
se han reportado con deficiencia en la actividad de formiminotrasferasa,
enzima que cataliza el paso de dcido formiminoglutdmico (FIGLU) a NS-
formimino tetrahidrofolato y dcido glutdmico (figura 35), constituyen dos
grupos diferentes tanto quimica como clinicamente.

Uno de ellos es el grupo de Arakawa y colaboradores que han reportado
pacientes con retraso fisico y mental, atrofia cortical con dilatacidn de
los ventniculos cerebrales, electroencefalograma anormal e incremento en
la excresidn urinaria de FIGLU después de una carga oral de His, aunque
las concentraciones de folato y cobalamina en suero fueron normales.

A pesar de que los andlisis directos establecieron 1la pérdida
parcial de la actividad enzimdtica, hubo suficiente actividad residual
para elevar el volumen de FIGLU proveniente del catabolismo de His. Una
posible explicacidn para este defecto ha sido considerar la relacién que
existe entre formiminotransferasa y ciclodeamidasa, ambas enzimas
responsables de recuperar el l-carbono. La ciclodeamidasa cataliza el paso

de N0 petilentetrahidrofolato a N-10

~-formiltetrahidrofolato (figura
35). Se propuso que la actividad de ambas enzimas estaba asociada a la
misma proteina y que un defecte en la primer enzima produjo una

considerable pérdida en la actividad de 1a ciclodeamidasa (282).
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Neiderwieser y colaboradores han descrito otros pacientes con
incremento en la excresidn urinaria de FIGLU, algunos de ellos con un leve
retraso en el lenguaje. En estos paclentes la excresidn de FIGLU no fue
alterada por sobredosis oral de dcido félico, cobalamina, Ser o Gli, pero
la excresidn disminuyé con la reduccidn de His de 1a dieta (283).

Perry y asociados describieron otros pacientes con excresidn
aumentada de FIGLY en la orina, algunos con hipotonfa generalizada y
retraso en el desarrollo del lenguaje.

Otros pacientes similares estudiados por Russell y colaboradores
exhibieron conducta hipercinética asociada con electroencefalograma
difuso, retraso en el lenguaje, excresidn masiva de FIGLU, histidinemia,
hipemetioninemia, moderada histidinuria y excresidn de dipéptidos de His,
carnosina y anserina (284).

Los pacientes descritos por Neiderwieser, Perry y Russell representan
un defecto genético muy relacionado y resulta de una severa deficiencia en
1a actividad de formiminotransferasa lo que causa la excresidn de
cantidades masivas de FIGLU. Este defecto no representa efectos

secundarios serios {285)
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Acido glutdmico

-n:c -CH 5 CH > CH-CO0H
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Trastornos en el metabolismo del dcido glutdmico.- el dcido glutdmico
es un compuesto clave en el metabolismo de aminodcidos, junto con el
glutatién participa en la formacidn de dipéptidos por medio de la sintesis
ciclica en el tdbulo renal y en las vellosidades intestinales, esta
sintesis es conocida como ciclo X-g]utamil. Dentro de los trastornos del
ciclo X-g]utamil se encuentran la aciduria piroglutdmica también conocida
como  oxoprolinuria, 1la deficiencia de )‘-qutamﬂcistefna sintetasa
eritrocftica, deficiencia de X-glutamﬂ transpeptidasa sérica y la
deficiencia de 5-oxoprolinasa, (figura 36). La aciduria X-hidroxibutirica,
puede considerarse como otro trastorno del metabolismo del Acido

glutdmico, independiente del cicleo (Y-glutamﬂ, {figura 36).
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Figura 36. Ciclo Y-glutamil
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Aciduria piroglutdmica (5-oxoprolinuria).- Este trastorno resulta de
la deficiencia de glutatién sintetasa que normalmente regula su propia
sintesis por inhibicidn de Y-glutamilcistefna sintetasa, la deficiencia
fue encontratada en eritrocitos, placenta y cultivo de fibroblastos de
piel. La deficiencia de la enzima conduce a una formacidn incrementada de

Fglutamilcistefna que es convertida a 5-oxoprolina por accidn de la Y-

glutamil ciclotransferasa. La sobreproduccidn de 5-oxoprolina excede la
capacidad de la 5-prolinasa a convertir su sustrato a Glu, por lo que el
exceso de 5-oxoprolina es excretado por la orina (286) (figura 36).

Manifestaciones clinicas.- Una falla consistente en este desorden es
la acidosis metabdlica. En el primer paciente reportado el desorden fue
detectado a lo 16 afios cuando el paciente fue operado de wuna hernia
hiatal. La acidosis metabdlica puso en peligro la vida del paciente en el
periodo postoperatorio. El paciente era retrasado mental, hipertédnico,
espdstico y con alteraciones del tracto piramidal, 1la coordinacién de
movimientos estaba alterada. Otro paciente desarrolld severa acidosis
metabélica a los 3 dfas de vida, que fue corregida con infusiones
intravenosas de dlcali, hubo exacervaciones acidfticas cuando se suspendfa
la terapia alcalina, no hubo otras anormalidades, Una hermana del paciente
desarrollé persistente acidosis después de 4 horas de vida. En otro caso
se presentdé irritabilidad, vdémito, problemas respiratorios y opistotonos
a las 22 horas de vida.

Se han reportado otros pacientes con niveles reducidos de glutatidn
en eritrocitos, muchos han presentado incrementd en hemolisis, otros han
presentado anormalidades en el sistema nervioso central.

Herencia.- E1 desorden se transmite por un rasgo autosémico recesivo
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(287).

Diagnéstico.- Este desorden se diagnostica por medicién de la
concentracién de dcido piroglutdmico en orina y determinacidn de 1la
actividad de la glutafién sintetasa en eritrocitos, placenta o cultivo de
fibroblastos de piel (288) {consultar apéndice o referencias).

Tratamiento.- La acidosis aguda puede ser tratada con infusidn
parenteral de bicarbonato de sodio. La acidosis crdénica se trata
oralmente con bicarbonato de sodio. La reduccidn de la ingestién de

proteinas en la dieta no reduce la excresién de dcido piroglutdmico (289),

Deficiencia de glutatidn sistetasa sin aciduria piroglutdmica.- Se
han reportado varios pacientes con anemia hemolitica y cantidades
reducidas de glutatidn en eritrocitos. Estos pacientes no presentan
aciduria piroglutdmica, El trastorno estd asociado con sintesis de
glutatién sintetasa inestable, la actividad de la enzima es aparentemente
suficiente en muchos tejidos, pero no sucede asi en los eritrocitos donde

no se 1leva a cabo sintesis proteica (290).

Deficiencia de X-qutamilcistefna sintetasa.~ En este desorden se ven
disminuidos los niveles de glutatina en eritrocitos hasta valores menores
al 3% del valor normal. La actividad de 8Lglutami]cistefna sintetasa es
marcadamente deficiente {291) (figura 36).

Manifestaciones clinicas.- Los pacientes tienen un sindrome de anemia
hemolftica, degeneracién espinocerebral, neuropatfa periférica y
aminoaciduria.

Herencia.- Este trastorno presumiblemente se transmite en forma

128



autosémica recesiva (292).

Diagndstico.- €1 diagndstico se establece por medicidn del contenido
de glutatién en leucocitos de sangre periférica y determinacién de 1la
actividad de 1la }tglutamilcistefna sintetasa en eritrocitos (293)
(consultar apéndice o referencias).

Tratamiento,- E] tratamiento puede dirigirse a corregir la anemia

hemolitica., Por el momento no se ha reportado tratamiento eficaz (294).

Deficiencia de Y—g]utamil transpeptidasa (glutationuria).- En este
padecimiento existe una excresion urinaria incrementada y aumento en 1los
niveles plasmdticos de glutatidn. También se ha observado cistinuria y J-
glutamilcisteinuria. E1 trastorno se debe a deficiencia en la actividad de
la X—glutamil transpeptidasa (glutationasa) en suero, Tleucocitos y
fibroblastos (295) (figura 36).

Manifestaciones clinicas.- Los pacientes descritos con este desorden
han sido retrasados mentales, algunos con problemas de conducta. EI
electroencefalograma reveld disritmia generalizada.

Herencia.- Se sugiere herencia autosdmica recesiva (296).

Diagndstico.- Puede establecerse el diagndstico por medicidn de la
concentracién de glutatién, Y-glutamilcistefna, 4cido piroglutdmico (297)
y determinacidn de la actividad enzimitica en leucocitos y fibroblastos
(298) (consultar apéndice o referencias).

Tratamiento.- No se han reportado formas de terapia (299).

Deficiencia de 5-oxoprolinasa.- Los pacientes con este trastorno

excretan dcido piroglutdmico en Ta orina en un rango de 29 a 71 mM/dfa ¥y
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tienen concentraciones aumentadas de 5-oxoprolina en sangre y orina. EIl
trastorno se debe a un defecto en la actividad de la 5-oxoprolinasa (300)
(figura 36).

Manifestaciones clinicas.- Dos de los pacientes reportados, que eran
hermancs, presentaron enterocolitis y urolitiasis. Otro paciente fue una
madre asintomdtica descubierta por estudios realizados en la familia de
una nifia prelinémica. Ninguna de estas personas presentd anormalidades en
la glutatidn sintetasa eritrocitica, no presentaron hemolisis, acidosis o
anormalidades neuroldgicas.

Herencia.- Se ha sugerido herencia autosémica recesiva {301)

Diagndstico.- La determinacidn de la concentracidn de 5-oxoprolina en
sangre y orina, ademds de la presencia de cido piroglutdmico en orina
pueden orientar el diagndstico (302) que se confirma por medicién de 1la
actividad enzimdtica en leucocitos y fibroblastos (303) (consultar
apéndice o referencias).

Tratamiento.- No ha sido descrita alguna forma de tratamiento (304).

Aciduria ¥-hidroxibutfrica.- En este desorden se excretan cantidades
elevadas de dcido Y-hidroxibutirico, que se encuentran en el rango de 1500
a 3000/4M/g de creatinina, también se excreta semialdehido succinico (44 a
89 /IM/g de creatinina) y d&cido 3,4-dihidroxibutirico. El d&cido Y-
hidroxibutirico también se eleva en el l{quido cefalorraqufdeo. E1 defecto
molecular se encuentra en la enzima succinilsemialdefdo deshidrogenasa que

convierte succinilsemialdehido en dcido succinico (305) (figura 37).
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Figura 37. Ruta metabdlica del dcido glutdmico.

Manifestaciones clinicas.- E1 primer paciente reportado, un nifio de
20 meses, mostré retraso en el desarrollo motriz y mental, no podia
permanecer de pie, hablar o caminar. Entre los 6 y 12 meses presentd
episodios convulsives, el examen reveld ataxia y marcada hipotonfa., EI
electroencefalograma fue anormalmente difuso. La tomografia computarizada
del cerebro revelé un grado moderado de atrofia muscular. Otros pacientes
han sido descritos con ataxia y retraso mental.

Herencia.- E1 desorden se hereda en forma autosdmica recesiva (306).

Diagnéstico.~ Puede detectarse el patrdn de excresién de dcidos
orgdnicos usando cromatografia y espectrometria de masas (307).

E1 diagnostico se confirma por medicidn de Ta actividad enzimdtica en
Tinfocitos (308) {consultar apéndice o referencias).

Tratamiento.- No se ha desarrollado un tratamiento efectivo. En
animales el uso de anticonvulsivos ha prevenido o corregido los cambios en
el electroencefalograma y ha disminuido 1os niveles de dcido X—aminobu-

tirico en cerebro. Ain no se utiliza esta terapia en humanos.
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Lisina
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Trastornos en el metabolismo de 1isina.~ Dentro de los trastornos del
metabolismo de Lis se encuentran las hiperlisinemias, 1la aciduria o¢-
cetoadfpica-a-aminoadfpica y la aciduria hiperdibdsica. Las hiperlisi-
nemias son un grupo de tres desdrdenes. En uno de ellos existe un defecto
en Ta actividad de la Lis¢-cetoglutarato reductasa, en otro de ellos el
paciente tiene defecto en la actividad de la Lise¢t-cetoglutarato reductasa
y en la sacaropina deshidrogenasa. En el tercer desorden existe
deficiencia en la actividad de la sacaropina deshidrogenasa con actividad

normal de la lisina-a-cetoglutarato reductasa (figura 38).

Hiperlisinemias.- En los tres tipos de hiperlisinemia existe elevada
concentracidn de Lis en sangre y orina. En los pacientes con deficiencia
en la -cetoglutarato reductasa los niveles de Gli en sangre se encuentran
en el rango de 10 a 23 mg/dl y en orina son de 3.5 mg/mg de creatinina,
también se ha detectado en la orina de estos pacientes e-N-acetilisina. En
los pacientes con deficiencia de «<~cetoglutarato reductasa y sacaropina
reductasa el nivel sanguineo de Lis se encuentra en el rango de 9 a 19
mg/dl, en estos pacientes la concentracién de sacaropina en sangre y en
orina se ve muy incrementada, por lo que a esta variante también se le ha
desigando como sacaropinuria, los niveles de sacaropina en sangre han sido
de 0.69 wmgs/dl y en orina de 208 mg/24horas. También han mostrado

elevacidn en la concentracidn de sacaropina en 1iquido cefalorraquideo a
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valores de 6.9 mg/d1, elevacidn de citrulina y Arg y algunos pacientes han
eliminado -N-acetilisina en la orina. Los pacientes con defecto sélo en
Ta sacaropina reductasa han mostrade niveles sangineos de Lis en 1liquido
cefalrraquideo de 0.8 a 2.2 mg/dl (valor normal 0.3-0.7 mg/dl1) y eliminan

cantidades de 177 a 193 md/24 horas de sacaropina en orina {310).

sfrtesis €acetill1aina — facetaainoweaceto — t-asinomn-ceto
orotefca \ / caproico eaproico
Ciis def, ac Lision R
homositrulina Pz g [ ceroglutarata| §Hg Mi-Ch-cooH \
—— (CH,)y reductase (CH3)q (Chy)
T WK, . ¢ Cost”
homoarginine HE Khy Cisin,  cooit
CooH cocH ]
1tsina ea 1 by
caropina ac. pipecdlice
deficiencin d deficiencin de
sacaropi - 1

aceti] Coi

Acetaacetil Cok

=hi3rcriodtiril Cok coon

R ac, =-uzinoaldfpteg

i CooM Jd-secialdehfdo

CH
2 . . sciduria -

2:». coon ¢oo w-nzinoad{p gooH

€ro138il Cai (g o (CH )y o (CHy),  (mnceloadivies |lCHp)y
4sCox COTH €0-5Cop S = HC-NH,

flutacant] Cog *€ £1Lérico ¢lutartl Coa coon

sc. «-azinoaifpico

figura 38. Rutas metabdlicas de la Lis.

Manifestaciones clinicas.- Los pacientes con deficiencia en la
actividad de la -cetoglutarato reductasa han mostrado retraso mental y
debilidad muscular. Los pacientes con sacaropinuria han sido reportados
con retraso mental y diplejia espdstica. En 1los pacientes con -
cetoglutarato reductasa normal se ha reportado severo retraso mental.

Se han reportado otras manifestaciones clinicas en pacientes aislados

cemo ol igofrenia, ausencia de caracteristicas sexuales secundarias en 1la
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edad adulta, laxitud de 1ligamentos y otras, pero no se ha observade
relacién con las anomalias metabélicas. Por otra parte, se han reportado
pacientes con hiperlisinemia sin anomalias clinicas.

Herencia.- Las 3 variantes se heredan en forma autosdmica recesiva
(311).

Diagnéstico.- Los trastornos son sospechados por incremento en la
concentracidn de Lis al realizar cromatografia en papel o electroferograma
de alto voltaje en orina para investigacidn de aminodcides (312).
Posteriormente deben realizarse andlisis cuantitativos en orina y sangre
para diferenciar entre las 3 variantes {313). Se debe hacer diagndstico
diferencial con hiperlisinemia debida a intoxicacién por amoniaco, 1o cual
puede hacerse por sobrecarga oral con Lis, los pacientes con intoxicacidn
mostrardn atagues de vémito y coma. E1 diagnéstico se confirma por
medicién de la actividad enzimdtica en cada caso (314) (consultar apéndice
o referencias).

Tratamiento.- Existe controversia sobre si dar o no tratamiento en
las hiperlisinemias. Sin embargo, se ha considerado prudente reducir la
ingestién de Lis en la dieta, sobretodo en los pacientes que se han

diagnosticado antes de la aparicidn de datos clifnicos (315).

Aciduria «<-cetoadipica-«~aminoadipica.- En este trastorno se excretan
grandes cantidades de dcido o¢-aminoadipico en 1la orina (84 a 240
mg/24horas), 1la concentracidn en plasma se encuentra entre 0,55 y 1.01
mg/dl. E1 dcidoot-cetoadipico también se excreta en grandes cantidades (99
a 392 mg/1), la concentracidn en suero ha sido de 0.55 a 0.92 mg/dl.

También se excretan en orina grandes cantidades de dcido <-
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hidroxiadipico, d4&cido oe-hidroxibutirico, d&cido glutdrico y 4cido ot~
hidroxiglutdrico. E1 defecto molecular se localiza en la enzima
deshidrogenasa del dcido o¢~-cetoadipico que cataliza el paso del &cido oc-
cetoadipico a glutaril CoA {316) (figura 38).

Manifestaciones clinicas.- No se sabe si las anomalias que presentan
algunos pacientes se deben al defecto bioquimico, pues se han reportado
pacientes asintomdticos. Las manifestaciones que se han observado han sido
retraso en el desarrolio fisico y mental, hipotonfa, edema en el dorso de
manos y pies, convulsiones, dificultad en el lenguaje.

Herencia.- Esta condicién parece heredarse en forma autosdmica
recesiva (317).

Diagndstico.- Puede medirse la concentracidn de dcidos «¢-aminoadipico
ye~cetoadipico en orina (318) {consultar apéndice o referencias).

Tratamiento.- No se ha reportado un tratamiento especifico, pero es
claro que la disminucidn de Lis en la dieta puede ayudar a reducir Jla

cantidad relevante de sus metabolitos excretados por la orina (319).

Hiperaminoaciduria dibdsica.- Este desorden resulta de una reduccidn
en la reabsorcidn tubular renal de aminoicidos dibdsicos, ornitina, Arg y
Lis. Se elevan los niveles séricos de transaminasa, aldolasa,
deshidrogenasa ldctica y fosfatasa alcalina. Existe un patrdn
caracteristico subnormal de los niveles de Lis, Arg, ornitina, Leu y Tir
en plasma. La excresidn urinaria de Lis, ornitina, Arg y citrulina se
incrementa. En algunas ocasiones se ha observado aciduria ordtica,
hipermetioninemia, hiperamonemia e incremento de la concentracidn sérica

de ferritina y tiroxina (320).
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Manifestaciones clinicas.~ Se presenta intolerancia a la ingestién de
protefnas, manifestdndose por dificultades en 1a alimentacidn, vémitos,
diarrea, crecimiento deficiente, 1letargia, convulsiones y coma asociados
con hiperamonemia. Pueden presentarse retraso mental, hepatoesplenome~
galia, osteoporosis, opacidad del cristalino, debilidad muscular, anemia
normocrdmica, neutropenia y trombocitopenia.

Herencia.- La forma de herencia de este trastorno es autosdmica
recesiva {321).

Diagndstico.- E) diagndstico se basa en la deteccidn de aminoaciduria
dibdsica sin cistinuria, dafio en la absorcidn intestinal de aminodcidos
dibdsicos e intoleranctia a las proteinas (322) {consultar apéndice o
referencias).

Tratamiento.- La reduccidn de proteinas en la dieta y suplemento con
Arg corrige la hiperamonemia e hipermetioninemia y mejora el crecimiento,
pero puede causar diarrea por defectos en la absorcidn renal o intestinal
y tiende a agravar la hipolisinemia y la lisinuria e incrementa la
aciduria ordtica. Sin embargo, un aumento en la cantidad de citrulina y
Lis parece ser mds efectivo en la correccidn del patrdn anormal de

aminodcidos dibdsicos (323).

146



Arginina

s
“2' C'liﬁ-ﬂlz—uﬂé—cﬁb— gu-cuuu
NHy

Trastornos en el metabolismo de arginina.- La Arg es un aminodcido
importante por su participacidn en el ciclo de la urea. Existen trastornos
en todas las enzimas que intervienen en este ciclo, sin embargo, solo se
describiran dos: la aciduria arginosuccinica y la argininemia, que son Tos
defectos mds relacionados con Arg, (figura 39).

Aciduria arginosuccinica.,- Es uno de los defectos del ciclo de 1la
urea que mis se presentan. E] dcido arginosuccinico es excretado en
grandes cantidades por la orina. E1 defecto se debe a deficiencia en 1la
actividad de la arginosuccinato 1liasa que catalisa el paso de dcido
arginosuccinico a Arg (figura 39). Los grados de deficiencia varian en los
tejidos, el higado es el mds afectado (324).

Manifestaciones clinicas.- Se presentan tres tipos de aciduria
arginosuccinica: el tipo neonatal, el subcutdneo y el de inicio retardado.

En el tipo neonatal 1los sintomas empiezan a los pocos dfas del
nacimiento con angustia respiratoria, dificultades en 1la alimentacién,
vémitos, taquipnea, letargia, hipotonia, edema periorbital, convulsiones
hipotermia, ictericia, hepatomegalia e hipercloremia. Muchos de estos
pacientes murieron en el perfodoc neonatal.

En la forma subcutdnea se han observado anorexia, vémitos,
convulsiones, hepatomegalia que aparece en la infancia y pronunciado

retraso fisico y mental,
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Figura 39. Vias metabdlicas de la urea. S3lo se enmarcan los defectos
que tnvolucran directamente a la Arg.

En la forma de inicio tardio se ven sintomas similares a los de 1la
forma subcutdnea pero menos severos, con inicio después del periodo
neonatal. La falla predominante es el aparente retraso psicomotor en el
primero o segundo afic de vida. Los primero sintomas incluyen irritabilidad
y episodios de vémito. Son frecuentes convulsiones y anormalidades en el
electroencefalograma. Algunas veces se ha observado ataxia con fiebre,
Tetargia y tricorrexis nodosa,

Herencia.~ Esta condicidn se hereda en forma autosdmica recesiva
(325).

Diagnéstico,- E1 diagnéstico estd basado en la deteccidn

colorimétrica de grandes cantidades de dcido arginosuccinico y sus
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anhidridos en plasma y orina y la deteccién de los niveles de dcido
arginosuccinico en 11quido cefalorraquideo superiores a los sanguineos. La
observacidn microscépica del cabello puede ser de ayuda, se observan
nédulos a lo largo del pelo de pacientes con aciduria arginosuccinica
(326).

Puede realizarse diagndstico prenatal estudiando el metabolismo de
citrulina marcada en células de flufdo amniftico, la contaminacién con
micoplasma  puede causar resultados errdneos. Se prefiere para el
diagnéstico prenatal el uso de fibroblastos por tener una actividad
superior (327) (consultar apéndice o referencias).

Tratamiento,~ E1 tratamiento mds benéfico ha resultado ser una
reduccién de protefnas en la dieta con suplementacidn de Arg. En algunos
casos ha resultado exitosa Ta suplementacién de todos los aminodcidos

esenciales (328).

Argininemia,- Es de los desdrdenes del ciclo de la wurea menos
frecuentes. Existe acumulacidn de Arg en sangre y en algunos casos también
de ornitina. E1 trastorno se debe a deficiencia de la actividad de 1la
argininasa, enzima que cataliza el paso de Arg a ornitina con formacién de
una molécula de urea (figura 39). También se elevan los niveles de
transaminasas en suero y se presenta una moderada hiperamonemia (329).

Manifestacfones clinicas.- Se ha reportado irritabilidad, retraso en
el desarrollo en la primera infancia, espasticidad de las extremidades
inferiores que puede causar displejia espdstica, hiperactividad, vémitos,
ataxia, ataques coreoatetoides progresives, psicosis y severo retraso

mental, algunas veces con microcefalia.
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Herencia.~ La forma de herencia es autosdémica recesiva (330).

Diagnéstico.- E1  diagndstico puede hacerse por medicidn de la
actividad de la argininasa en eritrocitos y en higado (331).

E1 diagndstico prenatal se puede realizar por medicién de Jla
actividad enzimdtica en eritrocitos fetales obtenidos por amnioscentesis o
por amnioscopia (332) (consultar apéndice o referencias).

Tratamiento.- Se ha tratado exitosamente a nifios afectados incluyendo
en la dieta una mezcla de aminodcidos esenciales (2 g/Kg/dia), excluyendo
Arg e incluyendo cistina y Tir como Gnica fuente de aminodcidos durante 4
meses., Un paciente tratado con benzoato de sodio (250 mg/Kg/dfa) y 0.5 g

de protefna/Kg/dia mostrd un control bioquimico satisfactorio (333).
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IMINOACIDOS

Prolina
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Trastornos en el metabolismo de prolina.- Se han descrito 4

padecimientos metabdlicos que involucran al  iminodcido  Pro: Ta

hiperprolinemia tipo I, la hiperprolinemia tipo II, Ta hidroxiprolinemia y
la iminodipeptiduria, {figura 40).
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figura 40. Vias del metabolismo de iminodcidos, donde se enmarcan los
defectos metabdlicos.

Hiperprolinemia tipo I.- Los pacientes con este trastorno tienen

concentraciones de Pro en plasma muy elevadas de 6 a 21 mg/dl (valor



normal 1.2 a 5.4 mg/d1), excresidn urinaria de G1i elevada y prolinuria
que se presenta cuando la concentracidn de Pro en plasma excede 9 mg/dl.
La Pro puede permanecer normal o Tligeramente elevada en 1iquido
cefalorraquideo. E1 trastorno se debe a deficiencia en la actividad de la
prolina oxidasa, que cataliza el paso de Pro a dcido D'-pirrolin-5-
carboxflico (334) (fiqura 40).

Manifestaciones clinicas.- Se han reportado disfuncién cerebral,
anormalidades renales, nefropatia y sordera. En algunos casos se ha
presentado retraso mental y hematuria.

Herencia.- E1 dersorden se hereda en forma autosémica recesiva (335).

Diagndstico.- La identificacién de grandes cantidades de Pro en
sangre puede proveer el diagndstico, as{ como la demostracién de hiper-
prolinemia:hiperprolinuria, Se puede emplear cromatografia de intercambio
iénico o un método colorimétrico (336) {consultar apéndice o referencias).

Tratamiento.~ Una reduccién severa en 1la ingestidn de protefnas
puede producir reducciones significativas en Tos niveles de Pro en plasma

y reducir algunas anormalidades clinicas (337).

Hiperprolinemia tipo II.- En este trastorno los pacientes tienen
concentraciones de Pro en plasma superjores a 1os pacientes con el tipo
I, generalmente tienen niveles entre 20 y 40 mg/dl. Se excretan por 1la
orina en cantidades  incrementadas dcido pirrolincarboxilico,
hidroxiprolina, Gi1i, dcido D-pirrolfn-3-hidroxi-5-carboxilico. En algunos
pacientes se ha observado la excresién de N-{pirrolin-2-carboxil)-Gli. La
concentracidn de Pro en liquido cefalorraguideo se incrementa a valores de

1.03 mg/d1 (valor normal 0.60 mg/d1). E1 defecto molecular se localiza en
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la enzima D-pirrolin-5-carboxilato deshidrogenasa que convierte al dcido
D-pirrolin-5-carboxilico a g!utamilqjlsemialdehfdo {338) (figura 40).

Manifestaciones clfnicas.- Se ha reportado retraso mental y ataques
en algunos pacientes, sin embargo otros han mostrado pocas evidencias de
esta enfermedad.

ﬁerencia.- La forma de herencia es autosémica recesiva (339).

Diagnéstico.- Este tipo de hiperprolinemia se diagnostica por 1la
excresién de D-pirrolfn-5-carboxilato en orina, mediante reaccidn con o-
aminobenzaldehido y dcido tricloroacético en alcohol. E1 dcido D-pirrolin-
3-dihidroxi-5-carboxflico también reacciona con estos compuestos, por lo
que los casos positivos deben analizarse después por cromatograf.ia en
columna para distinguir entre los dos compuestos (340) (consultar apéndice
o referencias).

Tratamiento.- La restriccién de Pro en la dieta puede ser de

utilidad, aunque no se han reportado los efectos de esta terapia (341).

Hidroxiprolinemia.- Se han observado grandes cantidades de Pro en
sangre 1.5-6.5 mg/d1, aproximadamente 20 a 40 veces el valor normal y en
orina 285-550 mg/dfa. Las cantidades de Gli y Pro fueron normales y no se
detecté ningdn otro producto del metabolismo de hidroxiprolina. El defecto
molecular no ha sido identificado, pero se presume que se trate de
deficiente actividad de la hidroxiprolina oxidasa debido a la ausencia de
metabolitos de Pro en l1a orina {342) (figura 40).

Manifestaciones clinicas.- Se ha reportado retraso mental, hematuria,
piuria microscdpica, rifones pequefios, corta estatura, hiperactividad y

agresividad, Se ha pensado que el retraso mental en este trastorno puede
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ser un hallazgo fortuito.

Herencia.- €1 trastorno se hereda en forma autosdmica recesiva (343).

Diagnéstico.- Se puede medir la concentracidn de hidroxiprolina en
los fluidos del cuerpo por métodos cromatogrdficos o colorimétricos (344).
E1 andlisis cuantitativo se obtiene por elucién en cromatografia de
intercambio idénico. La presencia de hidroxiprolina no constituye un
diagndstico definitivo, ya que hidroxiprolinuria e hidroxiprolinemia son
normales en un grado modesto en el periodo postnatal. El examen del patrdn
de péptidos y la relacidn de Ta excresién péptidos/hidroxiprolina puede
clarificar la naturaleza de la hidroxiprolinuria (345) (consultar apéndice
o referencias).

Tratamiento.~ AGn no se cuenta con una terapia eficaz, se ha
observado que una dieta libre en hidroxiprolina no disminuye su

concentracién en los flufdos del cuerpo (346).

Iminopeptiduria.- En este trastorno existe una excresidn
incrementadada de iminopéptidos. La glicina-prolina es uno de los
compuestos que se excretan en mayor cantidad., Lla relacidn urinaria de
prolina/hidroxiprolina generalmente estd incrementada. Este trastorno se
debe a disminucidn en la actividad de la prolidasa (347).

Manifestaciones clinicas.- Se han reportado dlceras recurrentes en
piernas, dermatitis crdnica, esplenomegalia, dermatosis eritematosa en
cara, palmas y plantas de los pies, laxitud en los ligamentos,
osteoporosis de los huesos largos, abdomen prominente, ptosis y protosis
ocular, suturas craneales prominentes y esplenomegalia.

Herencia.- La forma de herencia parece ser autosémica recesiva (348},

155



Diagnéstico.- La determinacidn de Pro, hidroxiprolina e
iminopéptidos, especiaimente glicilprolina, en orina pueden orientar el
diagnéstico, que se confirma por medicidn de la actividad de la prolidasa
en eritrocitos o leucocitos (349) (consultar apéndice o referencias).

Tratamiento.- No hay informacidn de tratamiento disponible (350).
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PREVENCION: CONSEJO GENETICO

En toda enfermedad, pero especialmente en las enfermedades de origen
genético, la prevencién desempefia un papel muy importante. Ya que no se
conoce con certeza el factor que desencadena wuna mutacidn, en las
enfermedades metabdlicas congénitas la prevencidn se concentra en el
consejo genétiéo.

E1 consejo genético es una prdctica encaminada a informar y asesorar
a las parejas portadoras de genes anormales, sobre el riego de transmitir
la enfermedad a su descendencia, las limitaciones que puede causar dicha
enfermedad, cdémo diagnosticarla y la terapia que se puede ofrecer.

Puede darse el consejo genético en diferentes momentos, uno de ellos
puede ser cuando la pareja ya ha tenido un hijo enfermo o mortinato o con
historia de abortos de repeticidn o esterilidad. Considerando que las
enfermedades autosdmicas recesivas son las que se presentan con mayor
frecuencia, si una pareja ya ha tenido un hijo enfermo, esto los define
como portadores y el riego en una nueva gestacidén es del 25%, en estos
casos se trata siempre de la indicacién de una probabilidad. Esto debe
indicarse a la pareja e informar que en caso de un nuevo embarazo existen
formas de deteccidn antenatal que pueden orientar el diagndstico de 1la
enfermedad. Otro momento del consejo genético, es cuando por medio del
diagndstico prenatal, se tiene informacién de un feto afectads, no se
trata, como en el caso anterior, de una probabilidad aunque tampoco de una
certeza total, puesto que Tas posibilidades de error no son tan bajas como
a veces se estima, 1la frecuente superposicidn de Tos valores normales y
anormales de las sustancias en estudio, que muestran algunas enfermedades,

puede dificultar la interpretacidn de resultados (351).
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En la actualidad existe 1la tendencia de asociar el diagnéstice
prenatal con el aborto selectivo, esto es, en caso de encontrar un nifio
afectado, eliminar la enfermedad por medio del aborto. Sin embargo,
algunos genetistas han manifestado su preocupacidn por Ta posibilidad de
que la generalizacidn de las manipulaciones genéticas del tipo de andlisis
prenatal seguido de aborto, puede provocar cambios perjudiciales en 1la
calidad y diversidad de la dotacidén genética humana.

Motulsky y Neel han demostrado que los programas de andlisis prenatal
y aborto selectivo pueden provocar un inesperado aumento en la frecuencia
de los genes responsables de algunas enfermedades, é&sto aunado con la
posibilidad de error de la determinacidn prenatal y considerando que la
mayoria de los trastornos descritos cuentan con una terapia eficaz, si se
administra a tiempo, sugiere el empleo del diagndstico prenatal como
herramienta para la deteccidn temprana de las enfermedades congénitas para
su posterior terapia, esto es, cuando se ha confirmado el diagndstico
después que el nifio haya nacido. El genetista debe indicar lo anterior con
toda veracidad, para que 1la pareja tome su propia decisién libre y
responsable (352).

Por dltimo se tiene el consejo genético en el caso de que, por medio
de las tdcnicas de tamiz metabSlico y deteccidn neonatal, se ha
diagnésticado un nifio enfermo en parejas que ya hayan tenido o no hijos
afectagos. E1 asesor genético debe indicar la presencia de la enfermedad
en e) paciente, asi como ofrecer la terapia disponible,

Cualquiera que sea el momento en que es solicitado el consejo
genético, se debe tratar de reducir el significado de la enfermedad a sus

proporciones reales, asi como también reducir la tensidn y en particular
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el sentido de culpabilidad que muchas veces se presenta en los cdnyuges,
subrayando la frecuencia de afecciones de este tipo y su origen accidental
en algunos casos y sobretodo se deberd ofrecer la terapia disponible, asf
como la orientacién del enfermo hacia las estructuras de apoyo apropiadas,
para que el afectado pueda tener una vida 1o mis normal posible, sin
olvidar que todos tienen derecho a la vida y que salvaguardarla es la
funcidn principal de todos Tos que intervienen en el campo de la medicina.
(353).
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DISCUSION Y CONCLUCIONES

Los errores congénitos del metabolismo representan enfermedades
genéticas que, individualmente tienen una incidencia baja, pero como grupo
representan un causa importante de morbi y mortalidad infantil, asi como
de abortos espontdneos. E1 hecho de que estas enfermedades sean
hereditarias, provoca aumento de la incidencia con el tiempo, por lo cual
hay que prestarles la atencidn debida y cosidero que el presente es un
momento oportuno para ello, pues aunque no es alta la frecuencia de estos
trastornos comparada con la de otras enfermedadses, en los dltimos afios se
ha visto un aumento en la incidencia de algunos de estos padecimientos.

El presente trabajo ha mostrado que los errores congénitos del
metabolismo de aminodcidos tienen una expresidn clinica variable, algunos
de ellos ocasionan retraso mental y otras minusvalias psiquicas y fisicas
de mayor o menor gravedad, otros muetran signos clinicos leves. Todos
ellos, afortunadamente, cuentan con una forma de diagndstico y la mayorfa
con una terapia, que si bien, no siempre corrige el defecto metabdlico, si
proporciona una vida précticamente normal a los pacientes. Sin embargo,
hay que tomar en cuenta que para que el tratamiento sea eficaz debe
iniciarse lo mds pronto posible, por lo que es necesario que todas Jas
personas que pueden intervenir en este campo. (médicos, enfermeras,
quimicos, psicélogos, etc.) tengan un conocimiento adecuado acerca de
estos trastornos y estén concientes y preparados para detectar cuande una
enfermedad puede ser un error congénito del metabolismo. Puesto que en
ocasiones algunos de estos trastornos no se detectan como tales, ddndose
otro curso al tratamiento, que no tiene efecto terapeitico en el paciente

y cuando finalmente se detecta que se trataba de un trastorno del
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metabolismo ya es tarde o a veces ni siquiera se 1legan a detectar, por
falta de conocimientos en el médico la mayoria de los cases. Precisamente
uno de los objetivos de este trabajo ha sido el de proporcionar material
disponible para informacidn y consulta de estos padecimientos, asi como
algunas de las ténicas de diagndstico. También debe de saberse adonde se
pueden remitir Tos pacientes encontrados, en el caso del Distrito Federal,
el centro dedicado a diagnosticar y tratar estos trastornos es la Unidad
de Genética de la Nutricidn del Instituto Nacional de Pediatria,

E1 diagnéstico prenatal ha permitido 1a deteccidn tanto de algunas
enfermedades congénitas, como la deteccidn de portadores, con 1o que se ha
podido tratar dichos padecimientos a tiempo, asi como ofrecer el consejo
genético apropiado. En 1la actualidad existe la tendencia de asociar el
consejo genético apoyado en el diagndstico prenatal, con el aborto, en los
casos positivos. Sin embargo, no considero que sea lo mis adecuado, ya
que, come ya se indicd, esta prictica puede producir un aumento en 1la
incidencia de algunos genes defectuosos. Otro punto a considerar es el
factor error en las determinaciones, esto es, que no siempre un resultado
positivo indica que un feto este afectado, por lo que puede estarse
abortando un individuo totalmente sano, por lo tanto pienso que el
diagndstico prenatal s0lo se Jjustifica en miras al posterior tratamiento
de la enfermedad y no a la eliminacién del individuo afectado. Ademds de
que el derecho a la vida es inherente de 1a naturaleza humana y no de las
condiciones de salud del individuo.

En la actualidad 1las técnicas empleada en biologia molecular han
avanzado mucho, por 10 que las perspectivas de diagndstico y tratamiento

. .
son muy esperanzadoras de manera que pronto serd posible no solo el
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diagndstico prenatal de la mayorfa o de todas las enfermedades congénitas
y de otro tipo, sino también de corregir el trastorno a nivel molecular,
insertando el gen normal mediante ingenierfa genética. Esto ya se ha
logrado efectuar con éxito para el restablecimiento del color normal de
tos ojos en Drosophila melanogaster mutada y para corregir el enanismo
congénito en ratones con niveles reducidos de hormona del crecimiento, por
lo que no hay razones para dudar que estos enfoque resulten iguaimente

ex{tosos en el humano.
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- CAPITULO XI
APENDICE
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APENDICE

I.- Métodos generales:

A.- Tamiz metabdlico.- E1 tamiz metabdlico se realiza en orina,
obtenida 2 horas después de Ta ingesta de alimentos ricos en protefnas,
que incluyan leche. Una vez colectada la orina debe congelarse rdpidamente
para evitar contaminacidn microbiana. Para el desarrolio del tamiz primero
se determina la concentracidn de creatinina que debe ser superior de 0.3
mg/d1, de no ser asi, debe solicitarse una nueva muestra. Las pruebas que
incluye el tamiz metab&lico son: dinitrofenilhidrazina, cianuro
nitroprusiato, nitrosonaftol, Benedict y la bisqueda, por medio de tira
reactiva, de cuerpos cetdnicos, bilirrubina, protefnas, sangre y medicidn
det pH urinarie. De estas pruebas solo se describiran las que se emplean
para aminodcidos.

Los casos positivos deben volver a analizarse, si la anormalidad
persiste se realizan estudios confirmatorios y pruebas especificas, a fin

de establecer un diagnéstico definitivo.

PRUEBA DE DINITROFENILHIDRAZINA

Esta prueba se utiliza para determinar la excresidn dee¢-cetodcidos y
cuerpos ceténicos, que se observa en situaciones come fenilcetonuria,
enfermedad de la orina del jarabe de arce, tirosinemia, acidemia pirdvica,
histidinemia, acidemia metilmaldnica, acidemia isovaidrica.

Principio:
Los compuestos ceténicos reaccionan con 2,4-dinitrofenilhidrazina

dando un precipitado amarillo o amarillo balnquecino de 1la hidrazona
correspondiente.
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Reactivos:

1. Estdndar: dcido<-cetoglutdrico (Sigma, USA) 100 mg% a 4°C.

2. Reactivo de dinitrofenilhidrazina, Disolver 0.7 mg de 2,4-
dinitrofenilhidrazina {Merk o Sigma, USA) en 250 ml de dcido
clorhidrico 1.0 N usando calentamiento, enfriar y guardar en
frasco dmbar a temperatura ambiente.

Procedimiento:

1. En un tubo poner 1.0 ml de agua; en otro, 1.0 ml de solucidn
estdndar; en otro, 1.0 ml de orina.

2. A cada uno de 1los tubos agregar 1.0 ml del reactivo de

dinitrofenilhidrazina.

Resultado:

Si

en 5 minutos aparece un precipitado amarille, la prueba es

positiva.

PRUEBA DEL CIANURONITROPRUSIATO

Esta prueha es Gtil para detectar pacientes con cistinuria,
homocistinuria y g-mercaptolactatocisteina disulfiduria.

Principio:

Los

compuestos con grupos sulfhidrile Tibres reaccionan con

cianuronitroprusiato produciendo un compuesto colorido rojo.

Reactivos:

1.
2.

Estdndar cistina (Sigma, USA), 100 mg% a 4%,
Hidréxido de amonio concentrado ?J.T. Baker) a temperatura
ambiente.

3, Hitroprusiato de sodio {nitroferricianuro de sodio; J.T. Baker)
al 5% a temperatura ambiente.

4. Cianuro de sodio al 5% en agua destilada.

Procedimiento:

1. En un tubo poner 1.0 ml de agua; en otro, 1.0 ml de solucidn
estandar; en otro 1.0 ml de orina.

2. Poner a cada tubo una gota de hidrdxido de amonio.

3. Afadir 0.4 ml de cianuro de sodio a cada tubo.

4, Dejar reposar por 3 a 5 minutos.

5. Agregar a cada tubo una gota de nitroprusiato de sodio.
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Resultado:

( +) Si aparece un color rojo granada la prueba es intensamente positiva
47}, Es negativa si el color es amarillo,

PRUEBA DEL NITROSONAFTOL

Esta prueba es Gtil para determinar la excresién de tirosina y sus
metabolitos, 4&cido p-hidroxifenilpirivico, &cido p-hidroxifenildctico,
dcido p-hidroxifenilacético, que aparecen en Tla orina en las diferentes
variedades de tirosinemia.

Principlo:
Los fenoles p-sustitufdos que tienen la posicién orto libre o con un

grupe metilo reaccionan con nitroso-2-naftol produciendo un color rojo
caracteristico.

Reactivos:

1. Estdndar: tirosina (Sigma,USA) 100 mg a 4°C.

2, Acido nitrico (J.T.Baker) 2.63 N a temperstura ambiente.

3. HNitrito de sodio (J.T. Baker) al 2.5% a 4°C en agua destilada.

4. 1-nitroso-2-naftol (Lastman Organic Chemicals) al 0.1%. Diao]ver

100 mg en etanol al 95% y aforar a 100 ml. Guardar a 4°C en
frasco dmbar, Descartar a los 2 meses.

Procedimiento:

En cada uno de tres tubos, poner 1.0 ml de dcido nitrico.

Agregar una gota de nitrite de sodio.

Anadir 0.1 m] del reactivo de nitrosonaftol.

Agregar al primer tubo 0.15 ml de agua al segundo 0.15 ml de
orina y al tercero (.15 ml de estdndar.

5. Mezclar bien y observar.

W -

Resultado:
Si dentro de los primeros 5 mjnutos aparece un color rojo vivo, 1la

prueba es intensamente positiva (4°). Si el color permanece amarillo 1la
prueba es negativa.
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B.- Métodos confirmatorios., Estos métodos se emplean cuando el
resultado de alguna prueba del tamiz metabélico ha sido positiva e
inciuyen cromatografia en papel, en capa fina y de intercambio i6nico Yy
electroforesis de alte voltaje. Se describirdn primero las técnicas
generales y posteriormente su aplicacidn en 1la deteminacidn de

aminodcidos.

CROMATOGRAFIA
Principio:

Las moléculas pueden ser separadas por su solubilidad en dos fases
(cromatograffa en papel, gas-liquido, en capa fina), con un factor de
adsorcién introducido en el material de soporte o por su estado idnico en
relacién al estado idnico del material de soporte {resinas de intercambio
aniénico o catidnico).

Los componentes de todas las cromatografias incluyen separacién y
visualizacidn de compuestos. La seleccidn del método de separacidn depende
del tamafio de 1la molécula, 1la solubilidad en solventes polares y no
polares, la naturaleza idnica, propiedades de adsorcidn, volatilidad, etc.

Cromatograffa en Papel Unidimensional

Preparacién del papel:

Se pueden usar muchos tipos de papel, pero se recomienda el uso de
papel Whatman 3 MM con longitud de 57 cm. E1 papel es usado como lo
proporciona el manufactor, aunque en ciertas separaciones se puede lavar
con Tlos solventes propios del procedimiento. E1 papel es cortado en zig-
zag en un extremo para permitir al solvente gotear cuando el solvente
frontal haya alcanzado la parte inferior del papel, (sistema descendente).
La manera de manejar el papel y colocar las muestras se sefiala en Ja
figura 1. Las muestras son aplicadas con una separacién de una pulgada
entre ellas y 2 pulgadas por debajo de la 1inea del papel. Los
compuestos de referencia se localizan en cualquier extremo del papel.
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Figura 1. Prepraracidén del papel para cromatografia unidimensional.
Las muestras son espaciadas 2 cm, y se apartan 50 mm del ancho del papel.

Solvente:

La mezcla de solventes debe saturar el ambiente de todo el
cromatograma antes de introducir el papel., En el caso de sistemas
separados en dos fases las direcciones son dadas segin la fase esté
colocada a través del tanque o en el fondo del mismo, La temperatura en el
cromatograma y en el ambiente exterior circundante debe ser constante.

Procedimiento:

1. Aplicar la muestra en el papel de modo que 1la mancha tenga un
didmetro menor de 5 mm. Usar una corriente de aire o de
nitrégeno, caliente o frio (segin la estabilidad del compuesto),
para acelerar el secado del solvente. Es aconsejable cubrir el
papel dejando expuesta solo el drea de aplicacidn de la muestra,
a fin de minimizar la contaminacidn.

2. Colocar wuna mecha en un extremo del papel y meter en la cubeta.
Poner una barra soporte para mantener el papel fijo y desarrollar
el sistema en relacidn al solvente frontal (Rf) o en relacién al
movimiento del compuesto conocido (Rt).

3. Remover el papel del cromatograma y secar rdpidamente (con
aire tibio si lo permite la estabilidad del compuesto)} para
remover los solventes.

4. Teiiir el papel rociando o goteando un reactivo que pueda detectar
el compuesto desado. Es aconsejable observar el cromatograma bajo
Tuz ultravioleta de corta y larga Tongitud de onda antes y
después de tedir.

Nota.~ La obtencidn de mobilidades similares con o sin la mezcla de

los materiales auténticos, no constituye una prueba inequivova de
identidad,
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Cromatografia en Pape) Bidimensional
Preparacidn del papel:

E1 papel {47 x 57 cm) se marca como lo muestra la figura 2. Después
de la primera fase del desarrollo (1), 7a mecha original (2 pulgadas de
papel) y el extremo que contiene los compuestos de referencia, se cortan,
Una nueva mecha se une en el extremo que tuvo los compuestos de
referencia.

Procedimiento:

1. Aplicar la muestra y el compuesto de referencia (Cl) en el lugar
mostrade en la figura 3. Después del desarrollo de la fase ?I)
secar ripidamente el solvente.

2. Preparar el papel para el desarrollo de la segunda fase y aplicar
los compuestos de referencia (C2) como lo muestra la figura 3.

3. Desarrollar la segunda fase (II) y una vez terminada secar al
aire ridpidamente.

4, Tefir el cromatograma y la zona de referencia de la fase {I).

Electroforesis y Cromatografia en Papel

El papel, que es del mismo tamafio que el usado en la cromatografia
bidimensional, se marca en el lugar de aplicacidn de las muestras en una
linea de 4 pulgadas y paralela al extremo angosto. La localizacidn de la
muestra en esta 1{nea puede ser 1/3 de la longitud del papel al d&nodo,
E1 papel en la primer fase es tratado de la misma manera que en la
electroforesis de alto voltaje, después del desarrollo se seca al aire
rdpidamente y se cromatograffa en la segunda fase en un 4&ngulo de 90
grados a la direccidn de electroforesis.
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Figura 2. Preparacidn del papel para cromatografia bidimensional. La
primera dimensidn (I) se desarrolla con 1a mecha localizada en la parte
superior del papel, después de desarrollado se corta la mecha y la l7nea.
E? extremo izquierdo que contiene el estdndar-1 (Cl1) se corta y se une
otra mecha la en posicidn indicada. El estdndar-2 se aplica en la posicidn

C2 y se desarrolla el cromatograma perpendicularmente a la primera
direccidn.

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Material y reactivos:

1. Cromatoplaca de celulosa de 20 x 10 cm.

2, lsopropanol al 70%

3. Soluciones patrdn de aminodcidos: 0.5 mg/ml.
Sistema:

n-Butanol/acetona/dcido acético/agua = 35:35:10:20.

Revelador:

En 100ml de etanol al 70% se disuelven 200 mg de ninhidrina y 100 mg
de isatina.

Nota.- Para cada cromatoplaca se necesitan 10 ml de esta solucidén y
adicionados extemporaneos de 0.1 ml de colidina.

Procedimiento:

1. Sobre un vidrio de 20.5 cm se coloca, a 1 cm aproximadamente de
uno de los bordes, una tira de papel adhesivo, por ambas lades.
Sobre dicho papel se depositan discos de 6 mm de didmetro,
distantes 1 cm entre s7, de-los patrones y las muestras,
obtenidos con una perforadora.
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Se coloca el vidrio sobre la cromatoplaca, de tal forma que los
discos queden en contacto con la celulosa, se sujetan con dos
gomas y se introducen en un tanque cromatogrdfico de 22 x 22 x 10
c¢m que contiene isopropanol.

Se saca la cromatoplaca, dejando las muestras 12 minutos mds en
contacto con Tla placa, para que sea total la elucidn de
aminodcidos de los discos a la superficie de celulosa., Se quitan
las gomas, se separa el vidrio que soporta los discos y se deja
secar la placa.

Se desarrolla el movimiento ascendente unidimensional en el
sistema n-butanol/acetona/dcido acético/agua, durante 1 hora dos
veces consecutivas.

Al terminar el desarrollo cromatogréfico se seca la placa con
aire frio hasta la eliminacidn total del disolvente. Se tifie con
el revelador y se introduce en una estufa a 120°C durante 3
minutos.

Resultado:

Comparar el corrimiento de las muestras con el de los patrones
conocidos y observar Jla tabla de colores producidos en la técnica de
tefiido secuencial.

CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO

Preparacidn de la columna y la resina:

1.

tas resinas de intercambio anidnico y catidnico son cargadas
antes de usar. La resina se lava con un d4cido fuerte
{generalmente HC1 2M), Tluego con agua y por dltimo con un dlcali
fuerte (generalmente NaQH 2 M). La operacidn se repite, lavando
hasta que el agua no sea muy dcida o alcalina. El1 estado idnico
de la resina es determinado por 1los materiales usados, por
ejemplo: si la dltima solucidn empleada para lavar una resina de
intercambio anidnico (Dowex 1) fue NaCl la resina quedard
clorada (Dow 1, C17) y en el caso de una resipa de intercambio
catidnico, ésta quedard de la forma (Dow 50, Na').

En algunas ocasicnes la muestra a aplicar requiere que la columna
sea  equilibrada con el amortiguador de la muestra. Por esto se
hace 7Ta resina y el amortiguador se pasa a través de 1a columna
hasta que la composicidn del efluente sea la misma del
amortiguador (en pardmetros tales como pH, concentacidn del ion
especifico, etc,).

Procedimiento:

1.
2.

Aplicar 1a muestra en la parte superior de la columna, mantener
la superficie anterior de la resina en el 1iquido.

Lavar la columna con agua o un amortiguador especificade para
remover todos los componentes que no se adhirieron a la resina.
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3. Eluir 'a columna por medio de gradiente, usando la solucidn
especificada y colectar las fracciones a la velocidad especifica
de descenso.

4. Seguir el proceso, determinar la presencia del compuesto por
medio de  reacciones, espectrofotometria, radiocactividad,
actividad enzimdtica, etc.

ELECTROFORESIS DE ALTO VOLTAJE
Principio:

Las moléculas cargadas o ionizadas migran por un material de soporte
amortiguado en un gradiente de potencial. La movilidad depende de 1las
caracteristicas de la molécula, como carga neta, tamafio, conformacidn;
de funciones externas, como la viscosidad y capacidad (composicidn y tipo)
del material de soporte; de la fuerza idnica del amortiguador, de 1a
temperatura y del gradiente de potencial. El material de soporte puede ser
papel, fibra de vidrio, gel (silica, agar, etc) y polimeros sintéticos
(acetato de celulosa, poliacrilamida, etc.). E1 amortiguador se selecciona
por su rango dptimo para las condiciones de separacidn.

La electroforesis de alto voltaje se define como el proceso que
requiere un gradiente de potencial superior a 20 volts/cm.

Reactivos:

1. Amortiguador: piridina: piridina/dcido acético/agua = 2:8:90 a pH
de 3.8.

2. Equipo: sistema Vanguard de alto voltaje.

3. Refrigerante (Varsol -Standard 0il Company-): mantener a una
temperatura constante en la celda.

Procedimiento:

1. Aplicar la muestra (0.1 mol de cada aminodcido, péptido, etc.)
al papel en una linea perpendicular a la longitud y localizada a
1/2 de 1a longitud del papel al dnodo.

2. Aplicar el amortiguador al papel con un pincel, remover el exceso

con papel filtro.

Colocar el papel en el soporte.

Colocar el sopurte en la celda de alto voltaje, de tal manera que

los extremos del papel hagan puente entre el elctrodo y el

amortiguador,

5. Aplicar un gradiente de potencial superior a 20 volts/cm y
mantener por el tiempo necesario. Los aminodcidos se separan en
20-30 minutos.

6. Remover el soporte de la celda y secar el papel rdpidamente al

Sow

aire.
7. Tedir con el reactivo apropiado para los compuestos a
identificar.
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Nota,~ E1 gradiente de potencial empleado en la electroforesis de
alto voltaje produce calor que puede ser eliminado por refrigeracidn en el
medio de intercambio de calor (varsol).

RADIOQACTIVIDAD
Sistema 1{quido de centelleo
Principio:

14 Las particulas beta son liberadas de la radioactividad del carbono
(*'C) causando fluorescencia en un liquido de centelleo cuando una
partficula choca con el fdsforo. La desintegracién puede ser contada por el
nimero de rayos de luz producidos en un tiempo dado.

Reactivos:

1. Solucidn atrapante de 14CO2 : etanolamina/éter etilenglicol
monometilo = 1:2 (v/v).

2. Solucidn de centellec: 0.55 g de 2.5-difeniloxazol en 100 ml de
una mezcla de 2 voltimenes de tolueno y 1 volumen de dter etilén
glicol monometilo. 14

3. La solucidn atrapante en incubacién produce €0, que es
cuantitativamente transferido a 15 ml de solucién de “centelleo
contenida en un frasco para centelleo. La solucién atrapante no
contiene radioactividad y es usada como fondo.

4, Los frascos gon colocados en el sistema de centelleo y se dejan
entibijar a 35°C.,,Un frasco que contenga una cantidad conocida de
radioactividad C es usado para determinar la eficiencia del

aparato.
5. El1 sistema delﬁentelleo que es colocado a la mdxima eficiencia de
conteo para , Se programa para contar las muestras por 2-10

minutos y registrar la cuentas/minuto.
Nota,- La figura muestra la manera de atrapar el 14C0@ durante 1la
ue

incubacidn. E1 tamafio de los componentes puede variar de afuerdo a 1las
necesidades de incubacidn y a los materiales disponibles.
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Figura 3. E1 montaje para la incubacidén, consiste en un frasco que

g ntiene la mezcla de incubacidén y un vial en el frasco para atrapar el

€0, (etanolamina/éter etilenglico monometilo). E1 tapdn del frasco, que

tieng un sitio para inyeccién, es ajustado con un hule engomado para
cerrar herméticamente.

AMINOACIDOS

Cromatografia de intercambio idnico

Fraccién cuantitativa

Principio:

La identificacidn y cuantificacidn de aminodcidos y compuestos que
reaccionan con ninhidrina estdn basadas en la adsorcidén en resina
polisulfdnica, elucidn con idn hidrdgeno y cationes, reaccién con
ninhidrina, estimacién de 1la absorcién del plrpura de Ruhemann y
reconocimiento de la absorcidn como funcidn del volumen del fluido eluido.

Reactivos:

1. Amortiguador de citrato de sodio: 0.067 M, pH 3.28;

0.130 M, pH 4.25 o0 4.28.

2. Resina de intercambio catiénico: columna {(A) de 50 cm, tipo 504,
para aminodcidos bdsicos; columna (B) de .150 cm, tipo 150B, para
aminodcidos bdsicos y neutros,

3. Mezcla estdndar de calibracidn de aminodcidos: 2.5)ﬂmoles/m1.

176



Procedimiento:

1. primer estado segundo estado
amortiguador  volumen y amortiguador  volumen y
columna y pH temperatura y pH temperatura
A 0.130 M 340°m1 0.130 H 7000m1
pH=4.25 30°C pH=4,28 50°C
B 0.067 M 300, mi 0.067 M 7000m1
pH=3.28 30°C pH=4.25 50°C

2. Los detalles de preparacién de reactivos y la operacién y
programacién del analizador automdtico de aminodcidos se dan en
el manual de instrucciones, AIM-2 para modelo 120-B de analizador
de aminodcidos (Divisidn Spinco, Beckman instruments).

Resultado:

La figura 4 muestra el patrén de elucidn para aminodcidos.
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Figura 4.

de elucidn de aminodcidos por cromatografia
intercambio idnico.
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o¢ ~aminodcidos
(ninhidrina-hidrindantina)
Principio:
Los aminodcidos son oxidados y decarboxilados con ninhidrina, dando

amoniaco y bidxido de carbono, EI1 amoniaco reacciona con hidrindantina y
ninhidrina dando el pirpura de Ruhemann.

&

: .
Hl:-lih? . mnnsdrinn-—————vh’ﬂ‘ v l.::o + hidridantiha
(=] l COeR
pdrnurs de R
Huhezann ezo® 02
Reactivos:

1, Reactivo de ninhidrina-hidrindantina: Mezclar un volumen de
solucién de ninhidrina-hidridantina (25 g de ninhidrinay 4 g
de hidridantina en 1 1t de metil celusolve) y 1 volumen de
amortiguador de citrato de sodio 4 M a pH 5.5.

2. Estdndares de aminodcidos: 0, 1.0, 5.0y 10.0 mM de glicina en
una solucidn que contiene 75 mg de albumina sérica bovina/ml.

Procedimiento:

1. Preparar un sobrenadante libre de protefnas a partir de 5 #1 de
suero, usando 100 M1 de dcido tunsgtico 1%. Centrifugar.”Usar 5
M1 de agua como blanco y 5/11 de cada solucién estdndar de
aminodcidos.

2, A 5/ de sobrenadante, adicionar 2541 de NaOH 1 M y rociar con
nitrégeno por 4 minutos para remover el amoniaco. adicionar 25//1
de HCT 1 M. o

3. Adicionar 100 #1 de reactivo de ninhidrina e incubar a 100°C por
15 minutos. Enfriar.

4. Leer la absorcidn a 440 qm.

Nota.~ La determinacidn puede ser confirmada cuantificando el CO, en
Ta mezcla de reaccién. Para Jla reaccién usar, el vial con el tapén“de
hule.

Los compuestos no aminodcidos, tales como 4cido A-aminobutirico,
etanolamina, taurina./!-alanina, etc. producen color con ninhidrina.
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Resultado:
Normal 0.3770.03 mmol/d1 de suero o plasma
25.3%9.4 mmol/dfa de orina
0.07710.016 mmol/d1 de 17quido cefalorraquideo.

Cromatograffa en Papel y Electroforesis
(tefiido y derivados)

La separacién rdpida de compuestos es la primera fase en la
identificacién y una reaccién de amplio espectro, como la de la
ninhidrina, para una clase de compuestos provee la evidencia de cierto
tipo de sustancias y de modo general de su cantidad. Por lo que esta
seccidn se ha dividido en tres partes: La primera incluye los sistemas de
cromatografia en papel unidimensional y bidimensional y electroforesis de
altoe voltaje con cromatografia. En la segunda parte se detectan las
manchas de grupos estructurales. Y en la tercera parte se incluyen Tlos
derivados, tales como 1os compuestos dinitrofenol.

SISTEMAS DE SEPARACION
unidimensional:

a) acetato de etilo/piridinasagua = 2:1:1
b) n-butanol/écide acético/agua = 4:1:5

bidimensional:

a) . Metanol/piridina/agua = 80:40:2
11, t-Butanol/metiletilcetona/dietilamina = 440:40:20:4
b) 1. n-Butanol/4dcido acético/agua = 4:1:5
11, m-Cresol/fenol = 1:1, el papel se satura con amortiguador de
borate 0.1 M a pH 9.3, se deja secar,
E1 sistema Redfiel separa los aminodcidos neutros, alifdticos
de cadena corta, mientras que el sistema Levy separa los
amindcidos bdsicos de los acfdicos.

Electroforesis de alto voltaje y cromatografia.
1. Piridina/dcido acéticosagua = 10:4:86, pH = 5.3, 30v/em, 20°C.

II. Metanol/piridina/agua = 80:40:2
II1. t-Butanol/metiletilcetona/dietilamina = 440:40:20:4.



La composicién del amortiguador para electroforesis de alto voltaje
puede ser alterado para alcanzar el pH deseado. La localizacién del origen
dependerd del pH, los aminodcidos se moverdn mds rdpido al cdtodo
conforme e1 pH disminuya. La tercera fase (III) y Ta dimensién pueden
realizarse ligando una mecha al extremo donde estaba el dnodo de
electroforesis (I).

Teiido secuencial
Reactivos:

1. Ninhidrina: 200 mg en 100 ml de acetona.

2. Isatina: 200 mg en 100 ml de acetona.

3. Reactivo de Erhlich: 1 g de p-dimetilaminobenzaldehido en 90 ml
de acetona y 10 ml de HC1 concentrado.

4. Reactivo de Sakagushi: Reactivo 1: 100 mg de 8-hidroxiquinoleina
en 100 mt de acetona, Reactivo 2: 0.2 ml de bromina en 100 ml de
NaOH etanélico 0.5 M,

5. Reactive de Pauly: Reactivo 1: mezclar un volumen de p-anisidina
80 mM en HC1 0.11 M en acetona y un volumen de nitrito de amilo 1
M en acetona. Reactivo 2: KOH alcohdlico 0.10 M.

Procedimiento:

1. Sumergir el cromatograma en ninhidrina, calentar a 105% por 1-2
minutos. Marcar las manchas de ninhidrina.

2. Sumsrgir el cromatograma gn isatina, calentar por 2 minutos a
105°C o por 15 minutos a 65°C. Indicar los colores.

3. Sumergir en el reactivo de Erhlich, dejando a temperatura
ambiente por 2-15 minutos. Notar los colores.

4. Sumergir el cromatograma en el reactivo 1 de Sakagushi, secar al
aire y sumergir en el reactivo 2. Notar los colores.

5. Sumergir en el reactivo 1 de Pauly, secar al aire y sumergir en
el reactivo 2. Indicar los nuevos colores.

6. Finalmente sumergir en el reactivo 1 de g-nitroso-/inafgol (=NpN)
y secar al aire. Rociar con HNO3 y calentar a 100°C por 3
minutos. Observar los colores.
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Resultado:

Colores obtenidos con la técnica de tefiido secuencial.

Aminodcido Ninhidrina Isatina Erhlich Sakagushi Pauly *N N

Arginina P v -- AnRj - -
Aspartato Az Azl - - - -
Glutamato P v - - - -
Citrulina P v An - A -
Cisteina Al Al - - An -
Histidina P Az - - Rjo -
Prolina A Az* VA - - -
Hidroxiprolina A Az VA - - -
Triptéfano P v PO - Rjo -
Tirosina P Az - - R RJ
Glicina P v - - - -
Valina p - - - - -

Abreviaturas: P = plUrpura, A = amarillo, Az = azul, V = violeta,
Azl = azul ligero, VA = violeta-amarillo, Po = pirpura oscuro, R = rosa
Rj = rojo, An = anaranjado, AnRj = anaranjado-rojo, Rjo = rojo oscuro,
Al = Alhucema.

*cuando se aplica el reactivo de Erhlich sobre isatina o ninhidrina,
la hidroxiprolina se torna plrpura y la prolina cambia a color amarillo.
Teiiido individual

Fenilalanina

Reactivo:

Ninhidrina (como en el caso anterior): NaHCO3 1.2 M a pH 9.3.
Procedimiento:

Sumergir el cromatograma en ninhidrana y calentar a 110% por 5
minutos, rociar con NaHCO3 y calentar a 110°C por 5 minutos.

Resultado:

La fenilalanina libre cambia de pdrpura con ninhidrina a azul cuando
se sumerge en dlcali.

182



Glicina

Reactivo:

o-ftalaldehido: 0.2 g en 100 m) de acetona.
Procedimiento:

Sumergir el cromatograma en el reactivo y calentar a 50%C por 10
minutos, observar la fluorescencia con o sin luz ultravioleta (365 “m).

Resultado:

La glicina produce fluorescencia verde en la luz del dfa y en la Tuz
ultravioleta. Histidina y triptéfanc dan fluorescencia amarilla bajo 1la
luz wultravioleta, 1los indoles no producen fluorescencia. Cuando el
cromatograma es_ rociado secuencialmente con KOH alcohdlico _al 1%,
calentado a 50°C por 10 minutos seguido por calentamiento a 110°C por 10
minutos. La taurina produce fluorescencia roja.

Cisteina

Ractivo:

Nitroprusiato: Reactivo 1: Disolver 1.5 g de nitroprusiato de sodio
en 5 ml de H250 1 M; adicionar 95 ml de alcohol etilico y 10 ml de NH40H
concentrado, fi?trar. Reactivo: NaCN 0.4 M.

Procedimiento:

1. Sumergir el cromatograma en el reactivo 1 de nitroprusiato y

observar el color.

2. Rociar con NaCN.

Resultado:

Los compuestos azufrades producen un color rojo brillante en un fondo
amarillo o verde. Después de rociar con NaCN los compuestos disulfurados
producen manchas rojas.

Nota,- La arginina es anaranjada en un fondo amarillo cuando se trata

con nitroprusiato de sodioc y se torna verde-gris cuando el fondo se
transforma a verde.
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Procedimiento de tamiz aplicado a sangre
Pricipio:

Los aminodcidos son fraccionados por cromatograffa en papel, tefiidos
con ninhidrina y teiiidos por secciones con reveladores especificos para la
identificacidn posterior de los aminodcidos.

Reactivos:

1. n-Butanol/dcido acético/agua = 12:3:5 (sistema ascendente).

2. Reveladores: Isatina, ninhidrina, rectivo de Erhiich y reactivo
de Pauly {ver método de tefiido secuencial).

3. Estdndares de aminodcidos (referencia): fenilalanina, leucina,
tirosina, prolina, hidroxiprolina, citrulina, arginina,
metionina, glicina, histidina, cada uno en una concentracidn de
100 Mmoles/d] de solucién conteniendo 7.5 g de albimina sérica
bovina.

Procedimiento:

1. Aplicar 10 A1 de suero en manchas de menos de 5 mm de didmetro.
Usar 10 A1 de 1a mezcla de aminodcidos como referencia.

2. Desarrollar el sistema ascendente por 16 horas a la temperatura
del cuarto, o

3. Secar el papel, rociar ninhidrina y calentar a 100°C por 5
minutos, Observar las manchas amarillas (prolina e
hidroxiprolina). Encerrar en un circulo todas las manchas
producidas por ninhidrina. Usar isatina en vez de ninhidrina para
tefiido diferencial.

4, Sumergir el cromatograma en reactivo de Erhlich y secar al aire.
La hidroxiprolina es roja y 1a citrulina es rosa azulada.

5. Sumergir el cromatograma en reactivo de Pauly, secar al aire y
rociar con XOH alcoholico. La histidina es roja.

II1.- Métodos especificos. Estos métodos se emplean para confirmar

los resultados obtenidos por los métodos anteriores.

PRUEBA DEL CLORURO FERRICO
Principio: .

Los ijones férricos combinados con fenoles o enoles alifiticos
producen un complejo colorido.



Reactivos:

Cloruro férrico 0.6 M,

Procedimiento:
Mezclar una gota del material de prueba con una gota de cloruro
férrico.
Resultado:
sutancia color producido con:
cloruro férrico Phenistix

dcido fenilpirivico

dcido p-hidroxifenil-
pirdvico

dcido o-hidroxifenil-
pirdvico

dcido o-hidroxifenil-
acétice

dcido acetoacético
dcido pirdvico
dcido homogentisico

enfermedad de la
orina del jarabe

verde o azul-verdoso
eventualmente cambia a
amarillo,

verde, cambia rdpida-
mente.

inicialmente rojo-café

se torna verde o azul

color malva.

rojo o rojo-café

amarillo fuerte o verde.

azul o verde, cambia
rédpidamente.

gris-verdoso.

gris-verdoso o
amarillo verdoso
max. 1 min.

verde, cambia
en segundos.

verde, max a
1 min.

malva pdlido.

color afiil.
amarillo oro.

color afiil

color aiil.

Principio:

ta fluorescencia del

FENILALANINA

Método espectrofluorométrico

aumentada po L-leucil-L-alanina.
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Reactivos:

1. Amortiguador ninhidrina-péptido. A1l momento de usar, mezclar §
volimenes de amortiguadorr de succinato 600 mH a pH 5.88 con dos
volumenes de solucidn de ninhidrina 30 mMM y un volumen de

solucién de L-leucil-L-alanina 5 mM.

2. Cobre. Al momento de usar, mezclar 3 volumenes de carbonato de

sodio 25 mM conteniendo 0.39 mM de sal de

Rochelle

(NaKC4Hg0 '4H20) con 2 voldimenes de sulfato de cobre 0.60 mM

(Cuso,8nd0).

3. Acido tr‘ig’loroacético 0.6 M,

4, Estindar de fenilalanina: 0, 0.1, 0.5, 1.0y 2.0 mM en una
s0lucidn de 7.5 g de albdmina sérica bovina en 100 ml.

Procedimiento:

1. Adicionar 25u1 de suero a 25 41 de TCA; mezclar y dejar reposar
por 10 minutos. Usar 25 41 de albimina sérica bovina como blanco

y 25 41 de cada solucién estdndar de fenilatanina.
Centrifugar a 5000-6000 g por 5 minutos.

w

A 20 M1 del sobrenadante de cada solucién adicionar 300, 41 de

amortiguador ninhidrina-péptido, mezclar e incubar a 60°C por 2

horas.

4, Enfriar por inmersidn en agua fria, adicionar 2.0 m1 de cobre y

mezclar.

5. Determinar 1la fluorescencia relativa a 515 qm,, wusando una
longitud de onda de 365 nm después de ajustar la sensibilidad del
espectrofotofluorometro a que el estdndar de fenilalanina de 0.5

md produzca una fluorescencia de 5.0.

Nota.- E1 pH del amortiguador debe ser el mismo (pH = 5.88) para cada
preparacidn, puestoc que 1la fluorescencia de fenilalanina-ninhidrina
activada por leucilalanina es dependiente del pH, por ejemplo; a pH 5.5,

la fluorescencia relativa es e) 65% de la obtenida a pH 6.0.
Resultado:
Recién nacidos 13.113.2/4m01es/d1 de sangre
Fenilcetondricos 180.5i30.2/mo1es/d1 de sangre

l/lmﬂ de fenilalanina = 165 #q.

/
ACIDO P-HIDROXIFENILPIRUVICO
Principio:

E1 grupo fendlico reacciona con iones mercurio (reaccidn de
para dar un compuesto quelado colorido.

186

Millon)



Reactivos:

1. Eter dietilo: libre de peréxido. Preparar por lavados con sulfato
ferroso diluido y lavar dos veces con agua.

2. Sulfato mercirico: 15 g en 100 ml de dcido sulfidrico 3 M.

3. Acido sulfirico 3 y 3.5 M.

5. Acido p-hidroxifenilpirivico (p-HPPA): 0, 0.25, 0.50 y 1.00 mM.

6. c¢ido homogentisico 0, 0.25, 0.50 y 1.00 mM.

Procedimeinto:

1. Mezclar 1 ml de orina con 100 ml! con 100 m! de éter y adicionar 1
ml de dcido sulfirico 3 M. Usar 1 ml de cada solucidn de p-HPPA y
dcido homogentisico como estdndar.

2. Mezclar y transferir 5 ml de la fase etérea a 5 ml de agua.
Remover el éter con nitrégeno liquido y ajustar el volumen a 5§
ml. Tomar wuna alicuota para la determinacién de p-HPPA y dcido
homogentisico.

3. Adicionar 0.2 m1 de dcido sulfirico 3.5 M a 2.5 m! de la alicuota
y afadir 0.5 m) de sulfato mercirico.

4. Calentar a 100°C por 8 minutos, enfriar y leer la absorcidn a 500
am (blanco)

5. Adicionar 20 M1 de nitrito de sodio, reposar 4 minutos a la

temperatura del cuarto y leer la absorcidn a 500 nm {muestra).

Nota.- E1 extracto etéreo puede ser usado para la determinacidén de
dcido homogentisico (ver procedimiento correspondiente).

TIROSINA

Flurescencia consc-Nitroso-f=Naftol

Principio:

La

tirosina reacciona con -nitroso- -naftel para dar un complejo

colorido, que en 1la presencia de dcido nitrico es convertido en un
compuesto amarillo fluorescente.

Reactivos:

oc-Nitroso-/~naftol: 12 mM en alcohol etilico, filtrar.
Acido nitrico/nitrito de sodio: NaNO, en HNO3 dilufdo (adiconar 1
volumen de HNO, a 4 volimenes de agug

Acetato de eti?o saturado con agua.

Solucidn de tirosina: 0, 0.5 y 1.0 mM (antes de 1legar al volumen
final, adiconar HC1 6 M para solubilizar la tirosina).

Acido tricloroacdtico 1.2 M (TCA),
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Procedimiento:

1.

A 20 #1. de suero adcionar 20 41 de TCA, mezclar y centrifugar a
5000 g por 5 minutos. Usar 20/41 de cada solucidn de tirosina
etdndar.

Adiconar 20 w1 de cadg sobrenadante a 50 41 de ractivo nitroso.
Mezclar e incubar a 33°C por 30 minutos.

Adicionar 1.0 ml1 de agua y 4 ml de acetato de etilo; mezclar y
clarificar por centrifugacidn.

Transferir la fase acuosa a una celda de cuarzo y dejar reposar 1
hora a la temperatura del cuarto,

Determinar la fluorescencia relativa a 570 nm, usando una
longitud de onda de exitacidn de 460 qm.

Nota,- La tiramina reacciona con los fenoles p-sustituidos {o-
insustituidos).

ACIDO HOMOGENTISICO

Principfo:
E1 dcido homogentfsico reduce el dcido fosfomolibdico a molibdeno
azul,

oH ' R

~Z CH?— CO0K CHf coor

g

GH \_/

TN
H,}J(l?hnt, 205
(salibdenc mzdl)
Reactivos:
1. Acido tricloroacético 600 mM (TCA).
2. Sulfato de plata 160 mM.
3. Cloruro de sodio 1.4 M.
4. Fosfato didcido de potasio 75 mM (KH2P04).
5. Acido sulfdrico 3H.
6. Solucidn de bisulfito/sulfito: disolver 1.5 g de bisulfito de
sodio y 50 mg de sulfito de sodio en 10 ml de agua.

7. Molibdato de amonio 250 mM en dcido sulfidrico 2.5 M.
8. Estdndar de dcido homogentisico: 0, 2,5 y 5.0 #moles/ml.
9.

Acido p-hidroxifenilpirivico (p-HPPA): 0, 2.5y 5.0/lmoles/ml.
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Procedimiento:

1.

5.

Mezclar 0.4 ml de orina con 0.4 ml de TCA y 0.4 ml de sulfato de
plata, mezclar y adadir 0.4 ml de cloruro de sodio. Mezclar y
usar como blanco. Emplear 4 ml de p-HPPA o de solucién de d&cido
homogentisico como estdndar,

A 0.4 ml del sobrenadante adicionar 0.8 ml de agua, 10 ml de dter
y 1 m! de dcido sulfirico 3 M. Remover 8 ml de la fase etérea.
Adiconar 1la fase etérea a 3 ml de agua y remover el éter con
nitréneno 1iquido. Ajustar el volumen a 4.0 ml y tomar alicuotas
de 2 ml, una para determinacidn de p-HPPA y la otra para los
pasos siguientes.

Adicionar 0.2 ml de molibdato de amonio, 0.2 ml de fosfato
didcido y 1.0 ml de 1a mezla bisulfito/sulfito. Dejar reposar a
temperatura ambiente po 10 minutos.

Determinar la absorcién a 660 nm.

Nota. Los sulfures, que dan un color verde intenso, son removidos

por el

sulfato de plata, las turbidez producida por las protefnas es

removida con TCA, E1 dcido p-hidrohifenilpirdvico también reacciona con el
dcido fosfomolfbdico y por lo tanto puede ser determinado (siguiendo el
procedimiento anterior) y debe ser sutrafdo para determinar los valores de
dcido homgentisico en orina.

Resultada:

El dcido homogentisico normalmente no estd presente en la orina.

Identificacidn

Cromatograf{ia en papel:

Sistema: n-butanol saturado con agua y algunas gotas de dcido

férmico,

Revelador:

baflo de nitrato de plata amoniacal por 5 minutos; aclarar con
tiosulfato de sodio 1 M hasta que el color se vuelva blanco.

Resultado:

Manchas negras en un fondo blanco.

Prueba del clorure férrico

Resultado:

Violeta.
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ACIDO QUINURENICO Y ACIDO XANTURENICO

Método Espectrofluorométrico

Principio:

Los dcidos quinurénico y xanturénico son aplicados a una columna de
intercambio catidnico y separados de sus wmateriales fluorescentes por
elucién diferencial. Los dos compuestos son estimados por sus
caracteristica fluorescentes en dcido y dlcali.

Reactivos:

1. Acido clorhidrico: 0.2, 0.5 y 1.0 M.

2. Amortiguador de fosfatos 0.50 M a pH 7.4.

3. Dowex 50 x 8 (malla de 60-100): tipo hidrdgeno.

4. Hidréxido de sodio acuoso, saturado.

5. Acido sulfirico concentrado (sp. gr. = 1.84).

6. Acido xanturénico: 0, 10, 100 y 500 qmoles/ml.

7. Acido quinurénico: 0, 10, 100 y 550 nmoles/ml.

Procedimiento:

1. En un tubo colocar 5 ml de una muestra de orina de 24 horas,

afladir 5 ml de dcido xanturénico (o quinurénico) 100 nmoles/ml y

diTuir a 120 m1 con agua. En otro tubo diluir 5 ml de la muestra

de orina a 120 m! con agua. Adicionar a ambos tubos 30 ml de HCl

1 M. Usar 5 ml de cada solucién de Jdcido xanturénico como

estdndar,

Aplicar la solucidn a Ta columna Dowex 50 x 8 (1 cm I.D x 15 cm

long.) y lavar con 50 ml de HC1 0.2 M, 100 m} de HCl1 0.5M y 20

ml de agua. Usar gravedad.

Eluir el dcido quinurénico y el dcido xanturénico con 396 ml de

Sgua. Usar gravedad y adicionar 4 ml de amortiguador de fosfatos

5 M.

Tomar 5 ml de cada solucidn estdndar del paso 1 y diluir a 396 ml

con agua, adicionar 4 ml de amortiguador de fosfatos 0.5 M.

Acido quinurénico:

a) A 5 ml del efluente, adiconar, lentamente, 4 ml de dcido
sulfirico concentrado, mezclar y enfriar.

b) Determinar la fluorescencia a 435 nm, activando a 340rlm.

Acido xanturénico:

a) A 5 ml del efluente adicionar, lentamente, 5 ml de NaOH
saturado mezclar y centrifugar.

b) Después de 1 hora detrminar la fluorescencia a 530 nm,
activando a 370 wm.
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Resultado:

Acido Xanturénico Acido Quinurénico
Excresidn normal 20-59/amoles/d{a 8-470/umoles/dfa
Después de 10 g
de DL-triptéfano 137-2500/umo!es/dfa ves
oral
HIDROXIQUINURENINA
Principio:

La hidroxiguinurenina es eluida diferencialmente en unra columna de

intercambio cati

nico y etimada por diazotizacidn.

Reactivos:

1, Acido c]orhfdricg: 0.10, 0.50, 1.0, 2.4 y 5.0 M

2. Dowex 50 x 12 {H'): Malla de 200-400. La columna es 1 x 15 cm.

3. Nitrito de sodio 36 mM

4. Sulfamato de amonio 0.9 M.

5. Dihidrocloruro de N-1-naftiletilendiamina 11 mM,

6. Hidrdxido de sodio 9 M.

7. 3 hidroxiquinurenina: 0, 1.0 y 2.5/umoles/d].

Procedimiento:

1. Una alicuota de orina del 1% el volumen de la muestra de 24 horas

se mezcla con 4 ml de HC1 1M y el volumen se ajusta a 40 ml
Aplicar Ta muetra a la columna Dowex de modo que tenga una velo-
cidad de elucidn de 12-20 gotas por minuto.

La columna es eluida de la forma que se muestra en la siguiente
secuencia:
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Secuencia Fraccidn Volumen Conc. de HCY Composicidn

1 A 40 ml -
desconocida

2 A 2 x20ml 0.10 M

3 B 80 ml 0.50 M 4cido antranflico

glucurdnido

4 c 80 m? 1.0 M dcido o- aminohi-

pirico

5 0 80 ml 2.40 M dcido antranilico

y acetilquinurenina

6 E 80 ml 5.0 M quinurenina

3. Para las fracciones A-D, tomar alicuotas de 3 ml, adicionar a 2
ml de NaN0,, mezcla.

Después dg 3 minutos, adicionar 2 ml de sulfamato de sodio,
mezclar y esperar 2 minutos, adicionar 2 ml de dicloruro de N-1-
naftiletilendiamina. Determinar la absorcién a 367 qm.

4. Para la determinacién de quinurenina en la freaccidén E, tomar 2
ml  de muestra enfriada en hielo y mezclar con 1 ml de NaQOH 9 M,
para reducir la concentracién de dcido a 0.33 M. Posteriormente
tratar como las fracciones A-D.

Para la estimacidn de hidroxiquinurenina en la fraccidén E, tomar
3 ml de muestra y adicionar 2 ml de NaNO,, después de 3 minutos
afadir 0.2 ml de sulfamato de sodio. Déterminar la absorcidn a
367 qm.
Resultado:
Normal 3- hidroxiquinurenina 4.5-26.6 Amoles/dia
22,3-62.1 #moles/después de 1 dfa
con carga de 2 g de triptdfano
Hidroxiquinurenina ZS/moles/Kg/dfa

l/qmol de 3-hidroxiquinurenina = 22&749.
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ACIDO 5-HIDROXINDOLACETICO
(5-HIAA)

Principio:

£l

dcido 5-hidroxindolacético en orina es separado de los materiales

que reaccionan con hidrazina y posteriomente extrafdo con &ter. E1 5-HIAA
reacciona con «-~nitrosonaftol.

Reactivos:

1. «-nitrosonaftol 5.8 mM en alcohol etilico.

2. Solucién de dcido nitroso: A 5 ml de H2504 agregar 0.2 ml de
NaNO,, 0.36 M, preparar al momento de usars

3. Eter“dietilico, lavar con una solucién de sulfato ferroso y luego
lavar dos veces con agua.

4. 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH) 25 mM en HC1 2 M.

5. Amortiguador de fosfatos 0.5 M a pH 7.0

6. Acido 5-hidroindolacético: 0, 50 y ZSOINM.

Procedimiento:

1. En un frasco de 50 ml con tapdn colocar 6 ml de orina, adicionar
6 ml de cada solucidn de 5-HIAA como estdndar.

2. Después de 30 minutos afadir 25 ml de cloroformo y agitar,
centrifugar y transferir 20 ml de la fase etérea a un tubo que
contenga 1.5 ml de amortiguador de fosfatos, Agitar y cetrifugar.

3. Transferir 10 ml de la fase acuosa a un tubo que contiene 0.5 ml
de »c-nitrosogaftol y 0.5 ml de dcido nitroso.

4. Incubar a 37°C por 5 minutos. ARadir 5.0 ml de acetato de etilo,
agitar y remover la fase orgdnica, repetir la extraccién con
acetato de etilo.

5. Determinar la absorcidn de la fase acuosa a 540 nm.

Resultado:

Normal 10-40 moles/dfa.
DECARBOXILASA DE «~-CETOACIDOS RAMIFICADO
Y «£~CETOACIDOS
Decarboxilasa de cetodcidos ramificados
Pricipio:

La decarboxilasa de =-cetodcidos ramificados es estudiada por 1la
decarboxitacién de los %-cetoécigos ramificados marcados con 14C en el
grupo carboxilo por formacidn de COZ.
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Reactivos:

Amortiguador de fosfato de sodio 0.067 M a pH 7.4.

Suifato de magnesio 0.15 M,

Catalasa (cristalina) 2/4% 1. 14
Substrato: DL-leucina-1-""C (15014cts/min.), L-isoleucina-1-""C
(250,000 cts/min.) o DL-valina-1-""C (150,000 cts/min) en 0.10 ml
de amortiguador.

5. Carbonato de sodio 0.10 M.

6. Acido sulflrico 0.4 M

E AR N

Procedimiento:

1. Preparar células blanco por sedimentacidn de células rojas a
partir de sangre heparinizada, usando voliumenes iguales de
fibrindgeno al 3% en solucidn salina isotdnica; dejar sedimentar
por 30 minutos. Lavar las células en 0.2% de solucidn salina y
remover Tos eritrocitos.

2. A 48 frascos viales adicionar 10-7 celulas blancas en 0.8 ml de
amortiguador, 30 A1 de sulfato de magnesio y 10 #1 de catalasa,
afiadir, a cada vial 0.1 ml de uno de los sustratos y al uiltimo
vial agregar 0.1 ml de amortiguador (blanco). Usar células
blancas a partir de un sujeto normal como control.

3. Colocar los viales en un frasco con tapén que contega
etanolamina/éter etilenglicolmonometilo (ver métode de radio-
actividad); sellar. o

4. Incubar por 75 minutos a 37°C con un incubador Dubnoff,

5. Acidificar 1la mezcla de incubacidn con 1.0 ml de H,50, 0.1 M y
continuar agitangg ye incubando por 1 hora para atrgpa el C0,.

6. Determinar el C0, atrapado en etanolamina/éter etﬂeng]?co-
monometilo, usando uﬁ sistema de centelleo.

7. Extraer la mezcla incubada y acidificada con 5 ml de m-~xileno,
después de anadir 0.5 mg de a-cetodcidos sin marcar para
incrementar la eficiencia de la extraccidn., Extraer la solucidn
del xileno con 1 ml de bicarbonato de sodio 0.10 M.

8. Transferir la fase del bicarbonato de sodio a 1.0 ml de m-xileno
y adicionar 1 ml de HZSO 0.4 M,

9. Transferir a 155 ml“de "solucidn de centelleo y determinar la
actividad del “7C con el sistema de centelleo liquido.

Nota.- Los fibroblastos (cerca de 2 x 106 células), son obtenidos
por cultivo de tejido en monocapa en un medio Eagle modificado que
contenga 30% de suero de fetal de ternera y deben ser incubados en 0.1%
de tripsina por 20 minutos a 37°C; las células son lavadas y tratadas de
1a misma manera que las células blanco.
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Resultado:
Leucina  Isoleucina Valina

Controles células blancas 405-1180% 3250-14150 385-1050
fibroblastos  460-1180+

Enfermedad de la cé€lulas blancas 7 1} 40
orina del jarabe fibroblastos 0
de arce

* La actividad del 1460 estd dada en cuentas/minuto y depende de
la ctividad especifica del gustrato.
+6-15 generaciones.

o< -Cetodcidos (2,4-dinitrofenilhidrazina)

Principio:

Los ~-cetodcidos reaccionan con hidrazinas para dar hidrazonas
coloridas, que pueden ser extrafdas con solventes orgdnicos y cuantifica-
das mediante espectrofotometria.

Reactivos:

1. 2.4-Dinftrofenilhidrazina (2,4-DNPH) 50 mM en HCI 2 M.

2. Carbonato de sodic 1.0 M.

3. Hidréxido de sodio 1.5 M.

4. Acido B-cetoisocrapréico: , 2.5 y 5.0 mM en H2504 0.05 M.
5. Acido tricloroacético.

6. m-Xileno.

Procedimiento:

1. Mezclar 1 ml de orina o suero con 5 ml de TCA y 500 mg de
reactive de Lloyd, agitar y cetrifugar. Usar 1 ml de cada
soluci.in de dcido 8-cetoisocaprdico como soluciones estdndar.

2. A 1 ml del sobrenadante afiadir 0.2 m) de 2,4-DNPH, mezclar y
dejar reposar por 15 minutos.

3. Agregar 1.5 ml de m-xileno, mezclar vigorosamente y clarificar
por centrifugacidn,

4, A 1 ml del sobrenadante adicionar 1.4 ml de carbonato de sodio,
mezclar vigorosamente y centrifugar. Remover 1 ml de 1la fase
inferior y mezclar con 1 ml de hidréxido de sodio.

6. Determinar la absorcidn a 520 m.
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Resultado:
Normal 15—30/{mo‘les/dfa
«-cetoaciduria {Enfermedad del jarabe de arce) 400-2000/4(mo]es/d1'a

Nota.- En la enfermedad de la orina del Jjarabe de arce, la
concentracién en suero y excresidén wurinaria de valina, Teucina e
isoleucina son 4 a 8 veces 1o normal. Los aminodcidos son estimados por
cromatografia de intercambio idnico e identificados por cromatografia en
papel,

Identificacidn
React{vos:

Los mismos que en el caso anterior.

Procedimiento:

1. A 4 ml de orina adicionar 4 ml de 2,4-DNPH, cuando se forme un
precipitado amarillo, dejar sedimentar y quitar el sobrenadante,
extraer el precipitado con éter libre de perdxido, dividir el
extracto en 4 alicuotas y tratar como sigue:

a) En una alicuota evaporar el éter y lavar por suspensién en
agua y sedimentacién, secar y determinar el punto de fusidn.
Los derivados 2,4-DNPH de los dcidos e¢-cetoisocapréico, oc-
cetoisovalérico yeo<- csto-[’-metﬂbutlrlco tienen un punto de
fusidn entre 137 y 143°C

b) A otra alfcuota agregar 1 ml de Na CO Si la fase acuosa se
torna amarilla, hay presencia deee~ ce%oémdos.

¢) Concentrar otra alfcuota y cromatografiar en un sistema
descendente de n-hexano saturado con N,N-dimetilformamida o

de etanol/agua/n-butanol = 10:40:50. Usar las
dinitrofenilhidrazonas de cada x-cetodcido como compuestos de
referencia.

d) Poner la otra alfcucta en una pequeda columna de aldmina (0.5
mm x 2 cm) y eluir con 90% de etanol., Secar y eluir,
suspender en 1 ml de HC1 0.5 M ¥ 2 mg de 6x19d de platine
{catalitico); e hidrogenar a 240°C , 40 1b/in" por 16 horas.
Filtrar y concentrar la solucidn al vacio. Los aminodcidos
son identificados por cromatografia en papel o por
cromatograffa de intercambio idnico.
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HOMOCISTINA
Método cualitativo

Prueba:

1. A 2 ml de muestra afladir 1 ml de cianuro de sodio al 5%.
2. Después de 15 minutos agregar 0.5 ml de nitroprusiato de sodio al
1%.

Resultado:

Un  color rojo-rosado brillante indica presencia de cistina y
homocistina.

Cromatografia en papel

Sistema:

n-butanol/piridina/agua 1:1:1 {v/v/v).
Revelador:

Rociar con cianuro de sodio y después de 15 minutos cubrir con
nitroprusiato de sodio.

Resultado:
Excresidn urinaria normales ninguna
homocistinidricos ZGD/Mmoles
llﬂmo] de homocistina = 26B/dg.
CISTATIONINA SINTETASA
Principio:

La cantidad de cistationina sintetasa en biopsia de higado es medida
por la sintesis de cistatioylna marcada a partir de homocistina y serina
marcada. La actividad del “'C de cistationina es determinada después de
remover la serina del medio, en una columna de intercambio catidnico.

?HE CH,— s HO-(':HE ‘.:"2' CB,— 5-?“2
?H»CDOH + (;'H<CUOI| ————— $H<CODH ICH-COOH
)IN.‘, CH2 IM2 NHZ

Dovex 5028 (B*)

pH 3.28 citrato de acdio
{para rezover scrina)
H 4.5 citrato de aodig
para eluir cistationina)

e cistatintna
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Reactivos:

1. Amortiguador Tris 150 mM a pH 8.3.

2. Solucidén sustrato: 1 ml de amortiguador contiene 5 HXmoles de
EDTA, 70 wmoles de fosfathde piridoxal, 350 Mmoles de L-
cistationina, 25 moles de 3- "C-serina (3.75 cuentas/minuto}.

3. Acido tricloroacético (TCA) 1 M .

4. columna de intercambio catidnico: 0.5 x 1 cm, Dowex 50 x 8 (H"),
malla de 100-200.

§. Amortiguador de fosfatos: citrato de sodio 0.065 M a pH 3.28

citrato de sodio 0.065 M a pH 4.25.

Procedimiento:

1. Homogenizar 10 mg de higado obtenido por biopsia en 0.5 ml de
Tris, Diluir con el amortiguador de modo que 1 ml contenga cerca
de 2.5 mg de protefna (método de Lowry).

2. Afadir 0.2 ml de solucidn sustrato a 2 ml de homogenado o
calentar el homogenado a 100 C por 10 minutos {(blanco).

Usar 0.2 ml de homogendo de higado normal como control.

3. Incubar a 37°C por 135 minutos.

4. Preparar un filtrado libre de protefnas adicionando 0.4 ml de
TCA, centrifugar y quitar el precipitado. Suspender el
precipitadc en 0.4 ml de agua y 0.4 m] de TCA; obtener el
sobrenadante por centrifugacidn. Extraer el sobrenadante con éter
y ajustar el pH a 3.5.

5. Aplicar a la columna y lavar con 10 ml de amortiguador de
citrato, pH 3.28. .

6. Eluir 1la colmna con 1 ml de amortiguador de citrato, pH 4.25.
Liofilizar,

7. Disolver el liofilizado en 2 ml de etanolamina/éter etilen glicol
monometilo (2:1, viv) y agregar a 15 ml de 1fquido de centelleo.

8. Determinar el ~°C por un sistema contador de centelleo liquido.

Cdlculos:

Convertir cuentas/minuto a Mrmoles de cistationina a partir de 1la
actividad especifica de serina en la mezcla de incubacién.

Resultado:

Normales 103/(moles de cistionina formada/mg de proteina/h.

Homocistindricos 0
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CISTATIONINA

Principio:

Fraccionizacién en una columna de intercambio catidnico.

Procedimiento:

Ver cromatografia de intercambio idnico para aminodcidos.

Resultado:

Cistationinuria: 960-1300 mg/dfa.
identificacidn

Cromatograffa en papel.
Sistema:

1.~ n-Butanol/dcido acético/aqua 12:5:3
il.- n- Butanol/piridina/agua 1:1:1.

Revelador:

Sumergir en una solucidn que contenga 4 ml de cloruro platinico, 0.25
ml de KC1 1 M, 0.4 ml de HC1 2 M y 75 ml de acetona.

Resultado:

Manchas blancas sobre un fondo rosa indican compuestos azufrados.

GLICINA
Principio:

La glicina reacciona con ninhidrina, produciendo formaldehido, que es
estimado con dcido cromotrépico.
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Reactivos:

1. Ninhidrina 0.05M

2., Amortiguador de fosfatos: mezclar 3.5 g de NaZHPO4 con 20 g de
KH PO4 y ajustar el pH a 5.5.

3. Acfdo?surfirice 0.33 M.

4. Tungstato de sodio 0.34 M.

5. Acido sulfirico concentrado.

6. Acido cromotrdpico (d&cido 1,8-dihidronaftalen-3.6-disulfénico)
0.14 M.

7. Glicina: 0, 10 y 20 #moles/d1 de solucidn que contenga 7.5 g de
albimina sérica bovina.

Procedimiento:

1. Preparar un filtrado libre de proteinas o un sobrenadante a partir
de 0.10 ml de suero adicionando 0.7 ml de agua, 0.10 ml de
tungstato y 0.10 ml de dcido sulfirico 0.33 M, centrifugar. Usar
0.10 m! de cada solucidén de glicina como estdndar.

2. A 0.5 ml dl sobrenadante agregar 0.20 ml de amortiguador de
fosfatos y 0.10 ml de ninhidrina; destilar suavemente y con
repetidas adiciones de 0.10 ml hasta colectar 1.0 ml del
destilado.

3. Tomar 0.5 m) del destilado y adicionar 0.40 ml de dcido sglfﬂrico
concentrado y 10)“ de dcido cromotrdpico, incubar a 100"Cpor 30
minutos.

4. Determinar la absorcidn a 575 qm.

Nota,- La identificacidn de glicina se realiza por cromatografia en

papel

y cromatograffa de intercambio catiénico (consultar métodos de

referencia).

Resultado:
plasma orina
normal 8.6f2.8/1moles/d1 0.17 1.56 mmoles/dfa
hiperglicinuria 148% 42/1mole/d1 5.60% 2.8 mmoles/dfa
l/dmo] de glicina = 75/ug.
HISTIDINA £ HISTIDASA
Principio:

La histidasa convierte la histidina en dcido urocdnico. La produccidn
de &cido urocdnico es determinada espectrofotométricamente.
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Reactivos:

1,
2.

Amortiguador de fosfato de sodio 0.1 M a pH 9.2 que contenga 0.10
mM de MgCl,.

Histidasa “(Worthington): 100 unidades /ml de a@ortiguador( 1
unidad = cambio de absorcidn de 0.001/minuto a 25°C). La enzima,
cuando es semipura, se suspende en agya y se centrifuga a 2000 g
y se incuba el sobrenadante a 80°C por 15 minutos. Si hay
algin precipitado es removido por centrifugacién.

Glutation {GSH) 0.1 M en amortiguador.

Estdndares de histidina: 0, 10 y 100 #moles/d1 de solucién que
contenga 7.5 g de dlbumina sérica bovina.

Procedimiento:

Desproteinizar 50 a1 de suero adicionando 50 41 de ZnS04 0.18 M y
50 M1 de hidréxido de bario 0.18 M [Ba(0H), 8H,0]; centrifugar
hasta obtener un sobrenadante transparente. Usgr 50/41 de cada
solucidn de histidina como estdndar.
A 300 41 de amortiguador adicionar 50 41 de glutatidn y 50 41 del
sgBrenadante. mezclar y agregar 100 41 de histidasa e incubar a
30°C.

Sequir la abrsorcidn a 277 ym hasta que la velocidad de cambio de
absorcidn sea mdxima y constante.

Nota.- Cuando se hace la determinacidn en orina, se incluye el paso
de precipitacidn de proteinas. :

Resultado:

plasma orina
normall 7.5/1 moles/dl 135/l-lmoles/d1'a
histidinemia 106/1moles/d1 3250/1moles/dfa

l/nno] de histidina = 155 4g.
Identificacidn

Cromatografia en papel

Sistema:

I.- n-Butanol/benceno/metanol/agua = 1:1:2:1.

Il.- n-Butanol/dcido acético/agua = 77:6:17

A.- Acetona/urea 5% en agua = 6:4.

B.- tert-Butanol/acetona/dcido férmico/agua = 160:160:1:39.
C.- n-Butanol/dcido acético/agua = 4:1:1,



Reactivos:

1. Reactivo de Pauly: 1 volumen de solucién de dcido sulfanflico (9
g de d4cido sulfanilico en 90 ml de HC1 y aforar a 1 L.) con 5
volimenes de NaN0,.

2. Carbonato de sodig 0.5 M.

Revelador:

Rociar el cromatograma con el reactivo de Pauly, secar y rociar con
solucién de NaC0,.

Resultado:
Compuestos* bidimensional Rf

I 11 A B c
Imidazoldctico 0.27 0.12 0.54 0.22 0.06
Imidazolacético 0.30 0.17 0.59 0.35 0.13
Imidazolpropidnico 0.40 0.33 0.63 0.50 0.36
Imidazolpirdvico 0.09 0.0 0.38 0.08 0.0
Uracdnico 0.50 0.44 0.75 0.51 0.68
Histidina 0.23 0.03 0.48 0.11 0.0

*Usar 10 a 20 1 de orina

Histidasa{epidermis)
Principio:

La histidasa es analizada por incubacidn con histidina y estimacidn
espectrofotométrica del dcido urocdnico formado.

Reactivos:
. Amortiguador de fosfatos 0.10 M a pH 9.2.
. Glutatidn 0,10 M.

1

2

3. L-histidina: 0.10 M.

4. Acido urocdnico: 0, 50, y IOO/mo]es/ml

202



Procedimiento:

1. Preparar un dializado, 2% de stratum corneum de la piel de la
punta del dedo. E1 homogenado generalemnte contiene 9mg de
protefna/mi.

2. Anadir 0.4 ml de homogenado a 0.5 m] de amortiguador de fosfatos,
0.05 ml de glutatidn y 0.05 m] de histidina. Usar 0,05 ml de
glutatién en lugar de histidina como control. Adicionar agua de
modo que al final de la incubacién se tenga un volumen de 1.2 ml.

3. Incubar a 37°C por 2 horas. Agregar 1.3 ml de dcido perclérico al
60% y centrifugar., A 1.2 ml de cada solucién de dcido urocdnico
afadir 1.2 ml de dcido percldrico.

4, peterminar la absorcidn del sobrenadante a 277 nm-

Resultado:
normal 3.7-5.8/(m01es*
histidinemia 4}
"~ *Micromoles de histidina que reaccionaron

en una hora por 1 g de tejido (peso
himedo) . (I/umol de histidina = 155/ug).

ARGINOSUCCINASA Y ACIDO ARGINOSUCCINICO
Arginosuccinasa (ASAasa)

Principio:

La arginosuccinasa es analizada por 1la convercién de dcido
arginosuccinico a dcido fumdrico y arginina y estimando la arginina por su
conversidn a ornitina y urea en presencia de exceso de argina.

ASA —————xt ac fuadrico arginina
Asaase Jargtnans
ornitina + urea
=~isonitrosoprepiofenona
crosdgeno

Reactivos:

1. Arginasa (Sigma): 60 unidades Van Slyke/ml de agua.

2. Acido percldrico: mezclar 1 volumen de dcido perclérico
concentrado con 1 volumen igual de agua.

3. Amortiguador de fosfato de potasio 1.0 M a pH 7.4.

4, Acido arginosuccinico {ASA) 10 moles/mi ajustar a pH 7.4,
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5. Reactivo dcido: Mezclar 27 ml de dcido ortofosférico, 9 ml de
H SO concentrado y 6.4 ml de aqua.

6. 8% Isénitrosopropiofenona: Mezclar 3 g en 100 m! de alcohol
etflico.

7. Urea: 0, 1.0 y 2.0/moles/m1.

Procedimiento:

1. Colocar en 3 tubos 0.2 ml de amortiguador de fosfatos, 0.2 ml de
arginasa. A dos afadar 1.0 m) de ASA (reactivo control y
muestra} y al tercer tubo agregar 1 ml de agua (hemolizado
control). Usar yn ml de cada solucidén de urea como estdndar.

2. Preincubar a 37°C durante 10 minutos y ahadir 1 ml de hemolizado,
el cual es preparado por lizamiento, lavando con 2 ml de solu-
cién saljna isotdnica y conservando los eritrocitos en 8 ml de
agua a 4°C, al reactivo control y a 1la muestra., Adicionar 1.0
ml de agua al hemolizado control.

3. Extraer rdpidamente 1.2 ml de la mezcla y adicionar 1.0 ml de
dcido perclérico, centrifugar y remover el precipitado.

4, Incubar el remanente a 37°C por 60 minutos a partir de la
extraccién (paso 3) de la muestra inicial (tiempo cero).

5. Agregar 1 ml de dcido perclérico a cada tubo y centrifugar.

6. Estimar el contenido de urea en 1 ml de sobrenadante.

a) Adadir 2.0 ml de reactivo dcido y 0.1 m1 de 8-isonitrosopro-
piofenona (la reaccidn se reshza en en un vial cerrado).

b) Se incuba el vial a 100°C por 1 hora en la oscuridad y se
deja enfriar.

c) Determinar la absorcidn a 540 qm.

Nota.- Las células rojas heparinizadas son lavadas para remover la
urea, valores excedentes de 5 mM interfieren con la determinacidn.
Estimar la hemoglobina en el hemolizado.

Resultado:
Normal 3.4-1.2/lmoles de urea producida/h/g Hb
Aciduria arginosuccinica 0

Padres de pacientes con 1.6-1.8
AS-aciduria
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ACIDO ARGINOSUCCINICO

Método cuantitativo

Cromatografia:

Columna de intercambio catidnico:

E1 dcido arginosuccinico es convertide completamente en 2 anhidridgs
por la resina y en la elucidén. Ambos anhidridos eluyen a 50°C
inmediatamente despuds lisina; el anhidrido B estd contenido en 1las
fracciones 460-480 y el anhidrido C en las fracciones 480-500.

H!_i— lC '] I.ZOOH
!'ZH;,- NI‘}C:N-Z]ZH ?({lﬂl'?:)l-?”
(Ch,), o, (ch) B, ,Chy
(Eh l-'hz CGOH CIN le n
Coh coon
antfarido € anbidrido B

Resulatdos:

Aciduria arginosuccinica orina 5.2-10.3 mM/dfa
plasma 15.1/4M/d1
1fquido
cefalorraquideo 32.6/1M/dl

Identificacién
Cromatograffia:
bidimensional, descendente

Sistema:

1.~ Fenol/agua/amonfaco = 400:100 en atmdsfera saturada de amoniaco.
II.- Butanol/dcido acético/agua = 4:1:5,

Revelador:

Acetato de cadmio/ninhidrina: 10 mg de acetato de cadmio se disuelven
en.10 ml de agua y 5 ml de dcido acético glacial, se diluyen a 100 ml con
acetona, se afiade 1 g de ninrhidrina antes de usar.

Rociar y dejar reposar a temperatura ambiente en la oscuridad por 24
horas (Tibre de amoniaco).
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Resulatdos:

RF(I) = 0.27; Rf(II) = 0.11.
Electroforesis de alto voltaje:
Amortiguador:

Acetato piridilo a pH 5.1: se prepara mezclando 25 ml de piridina con
10 m1 de dcido acético, diluyendo a 2500 ml con agua.

Potencial:
130 volts/cm
Revelador:

E1 mismo que para el caso anterior

Resultado:
Rt(asp) Arginosuccinato 0.59
Anhidrido B 0.14
Rt(arg) Anhfdrido C 0.07
CITRULINA
Principio:

La citrulina es condensada con diacetilmonoxima produciendo un color
durazno-rojizo.

Reactivos:

—

Acido sulfdrico/dcido fosférico: mezclar 1 volumen de HyS50,

concentrado con 3 vollmenes de H PO4 glucosado.

Diacetilmonoxima, 3 g en 100 ml“de 'agua.

Acido sulfirico 0.01 M.

KCN/amortiguador de fosfatos: KCN 0.4 ¥ en amortiguador de

fosfato de sodio 1 M a pH 7.2 (guardar a 4°C; usar en campanay

Ureasa: antes de usar adicionar 10 mg de ureasa (cristalina) a

0.5 ml de KCN/amortiguador de fosfatos,

. Soluciones estdndar de citrulina: 0, 25, 50 y SOO/umoles/dl de
agua que contenga 7.5 g de dlbimina sérica bovina.

(=] (1)) oSy



Procedimeinto:

1. A una solucidn de 400 41 de plasma adicionar 250 41 de ureasa,
dejar reposar por 1 hora a la temperatura del cuarto. Usar 400/[
de cada solucidn de citrulina como estdndar.

2. Adicionar 1 ml de H,S0,, centrifugar y ultrafiltrar a través de
un filtro millipore ge fo m.

3. Colocar 400 A1 del ultrafiltrado en un vial con tapdn, agregar
200 41 de "la mezcla H,SO /H3P0 y 25 M1 de solucidn de
diacetilmonoxima. Al resfo del ulfrafiltrado anadir NaOH hasta
ajustar el pH a 6-7: gotear en 100 mg de Dowex 50 x 8 (H');
remover 400 A1 de solucién a través del filtro. Transferir a
un vial con tapén y agregar 25 41 de solucién de diacetilmonoxima
(blanco). Tapar el vial. o .

4. Incubar en bafio de agua a 100°C por 10 minutos, enfriar
(mantener alejado de la luz).

5. Dejar reposar 10 minutos a la temperatura del cuarto y determinar
1a absorcidn a 490 qm.

Resulatdos:
orina sangre
Normal 3.3-13.3/4m01es/d1 1.7—2.8/umoles/d1
Citrulinuria 950-4300,/mo]es/d1 145-200/umoles/dl
Identificacidn.
Cromatografia en Papel
Sistema:
acetato de etilo/piridina/agua = 2:1:1
Revelador:

Ninhidrina (2 g /1000 ml de acetona); calentar a 100%¢ por 5 minutos.
Cubrir con reactivo de Ehrlich.

Resultado:

La citrulina da un color amarillo con ninhidrina y se torna rosa con
reactivo de Ehrilich.
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Aislamiento

La citrulina es aislada de la orina tomando 500 ml de orina y
mezcladndola con 500 ml de acetona. E1 precipitado de proteinas es removido
por filtracidn y el filtrado se seca al vacio. El residuo se disuelve en
10 m1 de agua, ajustando la_ solucidn a pH 2.0. EI] material se coloca en
una columna Dowex 50 x B (H') (0.7 x 25 cm) y se lava con 100 ml de agua,
seguida de 100 ml de NaOH 0.2 M y 50 m] de NH,0H 1.0 M. La citulina es
eluida con una seguda porcidn de NH,OH y e? elufdo es concentrado a
sequedad, E1 residuo se disuelve en'70 ml de agua ¥y 7 ml de acetato
cliprico 0.5 M y se deja reposar toda la noche. El precipitado se suspende
en 20 ml de agua, se rocia con dcido sulfhidrico (H,S) por 6 horas {los
fones cdpricos precipitan como CuS) y se fﬂtrg para remover el
precipitado.

Al filtrado se agregan 80 ml de alcohol etilico absoluto y se deja
reposar toda la noche. Remover los crista]ea finoszg recristalizar 0en
alcohol etilico al 70 %. Punto de fusién = 212°C, [} en HC1 = +20.1°,

PROLINA

Principio:

La prolina forma un cromégeno rojo cuando reacciona con ninhidrina en
medio dcido.

o8 0
i
(. X+ oviohtdrina —
47 cooH B N €
o 4

pieménto rojo

Reactivos:

1. Etanol acidico: Mezclar 95 ml de metano)l absoluto con 5 ml de HC1

2. Permutita.

3. Ractivo de ninhidrina: mezclar 60 ml de H. P()4 6 M con 240 ml de
dcido acético glacial y 3.75 g de ninhidr?na.

4. Estdndares de prolina: 0,5,10 y 20 #moles/dl de solucién que
contenga 7.5 g de albdmina sérica bovina.

5. Benceno.
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Procedimiento:

1. A 0.1 ml de suero agregar 0.9 ml de alcohol acidico, mezclar y
centrifugar. Usar 0.1 ml de cada solucién de prolina como
estindar.

2. A 0.75 m1 de) sobrenadante adicionar aproximadamente 0.1 g de
permutita, agitar y centrifugar a 2000 g por 5 minutos.

3. Adicionar 1 ml del reactixo de ninhidrina a 0.5 ml del
sobrenadante e incubar a 100°C por 1 hora (usar viales con
tapén). enfriar.

4, ARadir 0.5 ml de benceno, agitar y permitir la separacidn de
fases.

5. Determinar la absorcidn de la fase orgdnica a 515 nm.

Nota.~ La permutita remueve lisina, hidroxilisina y ornitina.

HIDROXIPROLINA

Principio:

La hidroxiprolina es oxidada con T-cloramina y el producto es
condensado con p-dimetilaminobenzaldehido.

HOGH- Ch,
e, by + €I —~interaedisriop-pigaents
NMACE porARz TOI®

Reactivos:

1. Solucidn oxidante: Antes de usar mezclar 1 volumen de solucidn de
T-cloramina (tolueno sulfocloramina) al 7 % recién preparada con
4 voldmenes de amortiguador acetato-citrato [57 g de NaAc®3H,0,
37.5 g citrato trisddico (2H20) y 385 m1 de isopropanol, a:]us%ar
el pH a 6.0 y aforar a 11.].

2. Ractivo de Erhlich: Antes de usar mezclar 3 volimenes de solucién
de p-dimetilaminobenzaldehido (2 g de p-dimetilaminobenzal-
dehido en 3 ml de HC10, al 60%) con 13 volimenes de isopropanol.

3. Estdndares de hidroxip?o”na: 0, 0.05, 0.10 y 0.30 4moles/ml de
HC1 0.001 M que contenga 75 mg de albimina sérica bovina.

Procedimiento:

1. Pipetear 50 A1 de solucién de prolina y transferia a un tubo que
contenga 0.10 m! de isopropanol y 50/41 de solucidn oxidante.
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Usar 50 M1 de cada solucién de hidroxiprolina como esténdar.

2. Adiconar 1.3 ml de reactivo de Erhlich e incubar a 60°C por 25
minutos, Enfriar sumergiendo 1ligeramente en agua, E1 color
producido es estable aproximadamente 30 minutos.

3. Determinar la absorcién a 558 qm-

1dentificacidn.
Cromatografia en papel:
Sistema:

n-Butanol/dcido acético/agua = 13:3:5.

Revelador:
ninhidrina al 0.2% en acetona o isatina al 0.2% en acetona.
Resultado:

La hidroxiprolina produce una mancha amarilla con ninhidrina. Con
isatina se produce una mancha azul.

Nota.- Cubriendo 1a mancha producida por ninhidrina con reactivo de

Erhiich (1 de p-dimetilaminobenzaldehido en HC1 1M) cambia de amarillo a
pirpura. -

DIAGNOSTICO PRENATAL
Amnjocentesis

La amniocentesis es una técrica de diagnostico prenatal, que consiste
en la extraccidn de flufdo amniético y la separacién del 1liquido de
composicidn y de las células, que pueden cultivarse para realizar
diversidad de pruebas orientadas a detectar anomalfas congénitas. En Tla
actualidad es posible detectar mds de 40 enfermedades genéticas mediante
el andlisis del fluido amnidtico y de sus células.

Para la extraccién del fluido se inserta una aguja esterilizada en la

cavidad amnidtica, el fluido derivado en su mayor parte de la orina y las
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secresiones del feto, contiene células fetales. Se debe tener cuidado de
no perforar la placenta o el feto, localizdndolos por medio de
ultrasonido. Se centrifuga la muestra para separar las células del fluido
y posteriormente se cultivan, para poder realizar estudios bioquimicos y/o
andlisis cromosémico.

€1 momento ideal para realizar la amniocentesis parece ser alrededor
de la 16a semana de gestacidn. Para entonces ya se ha acumulado suficiente
fluido amnidtico como para que se pueda obtener una muestra fdcilmente
mediante puncidn. E1 feto es pequefio y es menos probable que resulte
dafiado, Se puede apartar el feto del punto de puncién y Jocalizar la
placenta por medios ultrasénicos, Sin embargo existe la posibilidad de
perjudicar el feto al intervenir con el ambiente fetal, como consecuencia
de la extraccign de flufdo y metabolitos o de cambios de presién en el
interior del Gtero, lo cual aumenta la frecuencia de abortos inducidos por
la técnica.

Se ha sugerido que el diagndstico prenatal por amniocentesis puede
convertirese en una parte rutinaria del cuidado prenatal, con objeto de
detectar el mayor ndmero de enfermedades y malformaciones fetales antes
del nacimiento. Esta posibilidad parece remota. EI1 problema de crear las
instalaciones necesarias para estudiar los millones de nacimientos que
tienen 1lugar en un afio es enorme y habria que establecer muchos centros
locales o regionales. Mis importante es aidn la posibilidad de que en la
amnocentesis existe un riego inherente mayor que la probabilidad de
detectar un feto anormal en una poblacidn no seleccionada. Por lo que se
recomienda emplear esta técnica sclo para los casos de embarazos de alto

riego.
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Algunas de las indicaciones mds comunes para la amniocentesis son la
edad avanzada de la madre, por estar relacionada con mayor posibilidad de
tener hijos con sindrome de Down y el hecho de que la madre haya tenido

con anterioridad un hijo con enfermedad genética.

Tecnologia del ADN recombinante

La tecnologia del ADN recombinate puede ser aplicada al estudio del
genoma humano, permitiendo la identificacidn de mutaciones, asi como sus
consecuencias en la expresidn clinica. Se utiliza también para el mapeo
genético, lo que ha permitido el desarrollo de nuevas técnicas de
diagndstico prenatal y deteccién de protadores en enfermedades
monogénicas.

La técnica se basa en la clonacidn de ADN en pldsmidos o fagos, el
ADN recombinante que vresulta es usado para transformar un bacteria
huésped, genrailmente E. coli, donde puede propagarse indefinidamente.

Si el gen de interés puede ser aislado fdcilmente por 1las técnicas
convencionales en una forma relativamente pura, entonces se puede cionar
directamente en un plismido o en un fago, la molécula recombinante que
resulta es denominada prueba gen especifica, #&sta cuando se hibridiza con
ADN humano solo reacciona con la secuencia del gen humano especifica.
Cuando el gen no es purificado fdcilmente, como en muchos casos de ARNm
eucariético, la preparacién de la prueba gen especifica require primero
del ensamble de un banco de secuencias de ADN y la  posterior
identificacidn de la molécula recombinate deseada

Pueden sintetizarse bancos de genes, bancos del genoma completo o

bancos de cromosomas especificos. Los bancos de genes o bancos ADNc (de



copia de ADN) se sintetizan a partir de una copia de ARNm de doble cadena,
estas moléculas se integran en un pldsmido en el sitio de corte de wuna
endonucleasa de restriccidn. Este banco serd representativo de las
secuencias de ARNm expresadas en las célula tipo de la cual derivé y por
1o general contiene entre 10,000 y 20,000 recombinantes diferentes. Este
tipo de banco es importante para el estudio de tejidas o algln estado
especifico en la expresidn del gen. E1 hecho de que los bancos de ADNe
contienen pocas secuencias repetitivas de ADN, comparados con los bancos
gendmicas, proporciona una fuente de prueba gen especifica de copia dnica,
para el estudio de los cromosomas y el ligamiento genético.

Por otra parte los bancos gendmicas contienen todas las secuencias
del genoma tanto exones, como intrones, es decir, copias dnicas y
secuencias repetitivas. Si el nimero de fragmentos en la biblioteca puede
completar secuencias representativas, entonces, en principio, cualquier
gen puede ser aislado, siempre y cuando esté disponible la prueba gen
especifica. Si el tamafio promedio de las secuencias clonadas es de 20kb,
se  requerirdn aproximadamente 7x105 recombinates individuales para
completar el banco del genoma humano. Estos bancos son especialmente
dtiles en el estudio de enfermedades gendticas raras.

La clonacidn de bancos de cromosomas especificos es de gran
importancia para la investigacidn de rearreglos cromosdmicos especificos
asociados con enfermedades genéticas y neoplasias. Recientemente este
procedimiento se ha usado para aislar ADN especifico de cromosoma X,
cromosoma Y y secuencias especificas de cromosoma 11. E1 método depende de
la reasociacidn del ADN a partir de 1ineas celulares hibridos roedor-

humano.
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La 1identificacién de las pruebas gen especificas se logra extrayendo
el ADN total de la célula y cortdndolo con endonucleasas de restriccidn.
Posteriormente los diferentes fragmentos de ADN son separados por medio de
electroforesis en gel de agarosa, de acuerdo con su tamafio. Si ahera se
tifiera el ADN con algln colorante como el bromuro de etidio, se veria
simplemente una gran mancha, ya que los fragmentos quedan distribufdos en
forma continua seglin su tamafio y no senfa posible identificar un segmento
en particular. Para solucionar este problema, el Dr. Edwin Southern
desarrollé un método, en el cual el ADN es desnaturalizado, los fragmentos
se colocan en filtros de nitrocelulosa, pasando una solucidn salina por el
gel., Los filtros se fijan por calentamiento en horno a 80% y se someten a
hibridizacidén con pruebas génicas especificas radiactivas. Los fragmentos
que contienen parte o la secuencia especifica se observan como una banda
radioactiva después de la autoradiografia.

En la actualidad se ha implementado el diagndstico prenatal y 1la
deteccién de portadores para la fenilcetonuria cldsica por andlisis del
genoma, en el que se detectan segmentos po]imérfiéos del locus de 1la
fenilalanina hidroxilasa empleando endonucleasas de retriccidn y el método

de Southern.
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