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ANTECEDENTLS., -

Es importante detectar en los primeros dfas de vida las
aminovacidopatias previniendo las manifestaciones clfinicas, -
frecuentemente graves e irreversibles y evitar el rotraso -~-
mental procediaende a la confirmacidn del diagnéstico en los-
casos detectados y posteriormente establecer el tratamiento,
112,21} .

Ha sido un procedimiento de rutina en la mayor parte de
los pafses desarrollados en los dltimos afios. En Europa se
realizan en pafses como: Alemania, Noruega, Suecia, Finlan--
dia, Gran Bretaifia, Austria, atc. En Asia se lleva a caba -
en Japsén, Nueva Zelanda, etc. En amfrica se realiza ¢n Es-
tados Unidos Americanos, Canadi y Brasil (43}.

Cspafia a partir de 1979 por medio de un convenioc al --
Plan Nacional entre 1980 y 1981 ampli6 tales programas on -
gran parte del pafs, utilizando la cromatograffa en capa fi.
na en sangre. o

El primer proérama de deteccidn precoz de amindacidopg
tfas en México, se inicid en junio de 1975 y durd hasta- --
agosto de 1976. Se realiz6 bajo la direccidn del Dr. Antg
nio velfzquez (investigador del Instituto de Investigacio--
nes Biom&dicas, UNAM) en colaboracifSn con la Direccidn Gene
ral de Atenci6bn M&dica Materno-Infantil y la entonces Secrg
tarfa de Salubridad Y Asistencia. Este programa denomina-
do Tamiz Neonatal, se llevé a cabo en seis hospitales de la



Cd. o (t@xico, siendo la poblacién en su mayorfa mesciza.

En tal programa se utilizé la técnica de Inhiblcion Bacteria
na d¢ Guthrie para la deteccidn de Fenlilcetonuria, Tirosine-
mia, Enfoermedad de Jarabe de Arce y Homocistinuria {aminoaci
dopatfas de gran importancia) se usé también . la cromatogra--
ffa unidimensional en papel para la deteccidn de otras amnie--
noacidopatfas en orina (49).



OBJETIVO GENERAL,

Montar la técnica cromatogrifica m3s adecuada para la -
deteccifin  de amincacidopatias en sangre'colectada on papeal -
filtro, seleccionando entre la cromatograffa en capa fina y-
1a cromatografia en papel. -

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

La cobertura de los siguientes objetivos, seridn los cri
terios gue ayudarin a selecclonar la técnica adecuada.
~ Obtener la mejor separacién en los awmincdcidos de la
sangre en ¢l cromatograma. )

- Obtener la té&cnica m&s sensible, gue nos ayude a de-
tectar concentraciones anormales de aminoficides en -
rangos de minima diferencia.

- Obtener los mejores resultados en el menor tiempo po
gible. Lo )

OBJETIVOS ESPECIFICOS EN LA TECHICA SELECCIOR&DA;

- Conozer la posicitn de cada aminedcido- en el.czoh;cg'
grama . ' :

- Diferenciar e idantificar cada aminodcide én una mez
cla de estandares de aminodcidos en el cromntpgrama.

- tdentificar cada aminoficido en sangre normal.

- identificayr cada aminodcido en sangre con concentra-—
ciones de aminofcidos anormales,



CAPITUIO I,

INTRODUCCION
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Los trastorans del metabolismo de los amingicidos que -
se presentan on el hombre son en su mayor parze enfermoda--
des "raras" y como tales es muy dificll que sean encontra=--
das por la mayor parte de los médicos. Su frecuencia apa-
rentemente baja, refleja la ausencia, solo hasta muy recien
temente, de tdécnicas automatizadas para la iédentificacidn y
estimacidn cuantitativa de los aminobdcidos individuales con-—
la sangre, orina y liguido cefalorraquideo,

Las té&cnicas hasta ahora introducidas en grandes pobla-- .
ciones, respecto a aminodcidos normales o de niveles anorma
les de los aminofcidos comunes, puecden conducir al reconoci
miento mis frecuente de estos trastornos.

Los padecimientos son descubiertos mis frecuentemente du
rante la lactancia, a menudo resultan mortales a una edad -
muy temprana y con frecuencia dan por resultado lesiones --
irreversibles si no son tratados. Su igentificacién pre--
coz ¥y el inicio ripido del tratamlente apropiado, ai se dis
pones de &1, son esenciales. Puesto que varia de las enzi
mas gue intervienen son demostrables en cultivos de cflulas
del liquido amni6tico, el diagn&stice prepartum de sstos pa
decimientoes es una posiblilidad. Aungque el tratamiento or-
dinario congiste primordialmente en dar dietas bajas en les
aminofcidos cuyo catabolismo es defectupso, algin dia se --
dispondri de un tratamiento mis efectivo. ' .

La relacisn del DNA corn las enzimas permite suponer que—
alterando a aquél se modifica la enzima y, de esta manhera,-
se produce el blogueo espacifico en un paso del metabolismo
de una sustancia, : ) " : .



La posibilidad de que la sintesis de cada enzima estd -
condicionada por una moléeula de desoxirribonuclecproteina,
-gue desde el punto de vista funcional es el equivalente de
-un gene, es concepto conocido como la hipdtesis de "un ge-
ne-una enzima". A la falta de un gene corresponde la fal
ta de la enzima correspondiente; al deterioro del gene, la
moéificacisn de la enzima. La enzima modificada o mutan-
te puede poseer eficlencia catalitica alterada o capacidad
alterada para unirse ¢on un regulader alostérico de su ac-
tividad catalitica.



CAPITULD I1.

GENERALIDADES




1.1 ERRORES INHNATOS DEL

METABOLISHO . -



En los organismos vivos las reacciones quimicas estin -,
acopladas de tal forma que constituyen las difereptes vfas -~
metab8licas (25). .

Un defecto en la actividad de una enzima o de un proce-
s0 de transporte*traerd como consecuencia un blogudo en el «
£lujo de metabolitos por la via metabSlica. Este tipo de-
defectos son heredados en forma monogénica o mendeliana (€s-
to es, cuando uno de los progenitores transmite al descon——-
diente {s8) dicho defecto por medio de un gen ) (43}, y traen
como consecuencia el bloqueo metab&lico, en donde hay acumu
lacién del sustrato y formacién insufliciente del producto.
Los cambios en las concentraciones de metabolitos en la via-
afectada pueden producir a su vez medificaciones en la acti-
vidad de enzimas pertenecientes a otras vfas diferentes.
Dependiendo de la naturaleza y magnpitud de estos cambios big
quimicos, serfn las modificaciones fenotfpicas que frecuente
mente constituirdn una enfermedad (423).

En las iiltimas décadas se ha gefalado la importancia de
la deteceidn temprana de algunos errores congénitos del meta
bolismo que pueden producir deterior® mental, ya que su diag
n6atico, cuando se hace en los primeros dfas o meses de vida
pudiera prevenir o al menos reduclr el nfimero de deficientes
mentales.

Los errores del metabolismo van a alterar el estado nu-
tricional del individuo, ya gue las deficiencias enzimfticas
tienen como consecuencia uwna utilizacién deficiente de diver
so8 nutrimentos tales como aminofcidos o azficares (prinecipal



mente} dando lugar a alteraciones en el crecimiento y el de--

sarrollo.

-Por lo tanto, como ya se hizo moncién, el tratamiento va

a ser aesencialmente dieté&tico, En algunos casos consiste en -
proporcicnar una dieta en la cual se mantenga restringide el-
. suBtrato que se acumula en el corganismo dehido al bloqueo y -
se suplementan aguellos metabolitos deficilentes. En otros,-
el tratamientoc consiste en administrar cantidades suprafarma-
~colégicas de derivados vitaminicos gue funcionan ‘como coenzi-
mas, esperandc gque al encontrarse en excesc promueva la acti-

vacién de la enzima defectuosa.

Para que los pacientes con errores innatos del metabolis
mo cubran el requerimiento de todos los nutrimientos, logren-
un desarrollo adecuado y eviten el catabolismo de compuestos-
que puedan precipitar de nueve su sintomatologlia es necesario
en algunas ocasiones, utilizar alimentos sintéticos ﬁue con--
* «engan cantidades limitadas del nutrimento elevadc en la via-
metabSlica bloguaada. La dieta debe completarse'con alimen-
t0s naturales para evitar deficiencias dietéticas.
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1.2 AMIHOACIDOPATIAS



A la elevacifn anormal de la conoentracién de un aming.
dcido se le ha dencminado: amincacidopatfa. )

Las anormalidades en el metabolisme de los aminodeidos
son gaeneralmente identifieadas cn el laboratorio, examinan-

do los fluldos corporales,

Dentro de las aminoacidopatfas se¢ degtacan por su im--
portancia: la oligofrenia fenilpirfivica 6 fenilcetonuria, -
la enfermedad de jarabe de arce y la homocistinuriar son -
enfermedades moleculares hereditarias evitables (13).

A continuacifin se da una breve descripcién de estas «-
aminoacidopatias que ademis de importantes son las mis fre-—

cuentes:

A. Fenilcetonuria. La fenilcetonuria es un error jinnato
del matabolisme causado por la deficiente actividad de la -
enzima: fenilalanina hidroxilasa, que interviene en la con-
versisén de fenilalanina en tirosina (fig. 1},

~ .El paciente es, por lo tanto, incapaz de convertir la-
fenilalanina en tirosina y, como resultado de é&ste, se pro-
" ducen cataboliteos alternativos de la fenilalanina, 8stos in
cluyen al fcide fenilpirfivico gque ¢s5 un producto de la desa
minacifn da la fenllalaninas al dcido fenil-lictico, produg
to de la reduccifn del dcido fenilpir(vico; ¥ el &dcldo fe--
nil-acético, producto de la descarboxilacifin y oxidacisn --
del Scido fenilpirfvico. Mucho del fenilacetato se conju-
ga en el higado con la glutamina y es excretado en la orina
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come fenllacetilglutamina. Debido a la presencia. del ceto
Scido fenil pirfivico, en la orina, esta enfermedad recibis-
el nombre de fenilcetonuria (4,43).

La incidencia de la fenilcetonuria varfa segtn la pobla-
citn estudiada; en los Egstados Unides Americancs, se calcu
la alrededor de 1:15,000 nacidos wvives (23), en Irlanda y -
Escocia 1:6,000, en personas de raza negra y judfos aghkana
zi es mucho mis alta (4). Aungue en México se desconoce,-
la incidencia no se ¢ree sea mayor que cn E.ULA, (149} .

Clinicamente, los paclentes se observan normales al naci
miento, aunque on algunos estudios se describe: olor sui ge
neris y vGmitos do repeticidn en los primeros dfas de vida~
postnatal (33). El sintoma clinico mis frecuente, es el-
retrasu mental que se hace aparente en los primeros meses -
de vida y generalmente cs profundo, el 64% de los pacisntes
presentan complicaciones neurcldgicas, sobre tedo convulsio
nes y son comunes las alteracicnes de la conducta comoc hiper

cinesia y autismo (4).

Con el fin de facilitar el tratamiento se han creado preg
ductos especiales eclaborados a base de hidrolizados prote—-
inicos, o bien, a partir de mezclas de amineficidos excluyen
do la fenilalanina y complementadcs con otros nutrimentos -
come az2licares, lipides, vitaminas y minerales, los cuales =
contribuyen a cubrir los regquerimientos minimos de los pa--

clentes.
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B. EnEermedad con o:ina de jarabe de arce. . Como el nom- .
bre lo. dlce, una’ caracteriaticn ‘da asta enfermedad, es el -

olor-da:la. orina, qua ae.parece al de la miel de a:ce o al~ " -
de 1la. azﬁcar quemndn ; : B

En 1os” 1ndividuos afactados, tanto a niveles plasmati-
cOS8 c¢omo urinarios da los aminoﬁcidos de cadena ramificada:
lnucina. isolaucina y valina. ‘se” encuentran ‘grandemente ele
vadoa al igual que sus correspondientes alfa-cetodcidos {48).

El defacto biogquimico, es la falta o la gran reduccién
de la actividad de la alfa-cetofdcido descarboxilasa, que ca
taliza la conversidn de los tres alfa-cetoficidos de cadena-
ramificadn en co, ¥ tio&steres del acil-co A (fig. 2).

Como se observa, en el pasc ntimero 2, ocurre el blow--
queo metabSlico de la enfermedad con orina de jarabe de ar-
ce. E)l mecanismo de toxicidad se desconoce.

Aungue el recién nacido afectade parece normal-al prin
ciplo, los slgnos caracteristicos de la enfermedad son avi-
dentes hacia el fin de la primera semana de vida extrauteri
na, el lactante es diffcil de alimentar y puede vomitar en-—
trande en letargo en grado importante, En los nifios gque -
scbreviven se presenta dafic extenso del encéfalo. Sin tra
tamiento, la muerte sucede al final del primer afio de vida-
(49).

El paciente puede estar sujeto a una dieta en la cual-
las proteinas sean aportadas sSlo por una tezcla de aminof-
cidos purificados, de los cuales se omiten la leucina, iso-
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leucina y valina.

C;‘, Homocistinuria. Es un defecto hereditario del cata
bolismo de la metionina. Tiene una frecuencia estimada-
‘de 1: 160,000 pacidos vivos en los Estados Unidos America
nos. - La enfermedad refleja la baja actividad de la cis-
tationinasintetasa, que trae como consecuencias, la eleva
cién de homocistina y metionina; el tratamiento consis-
te en la reducciSn de las concentraciones plasm&ticaé de-
metionina ¥y homocistina mediante una dieta hipoprot&ica -
{baja en metionina principalmente) suplementada con eisti
na, ya gue este aminoicido no se produce cuando se blo-~—--—
gquea la unidn de la coenzima, es posible que la enzima --
responda a dosis suprafarmacolbgicas de piridoxina, va -~
gue ‘en su forma activa, el fosfato de piridoxal actla co-
mo coenzima de la enzima cistationina sintetasa.

.La homocistina es eliminada por la orina y la metioni-
na por el plasma en niveles elevados.

Cuando el blogueo se presenta a nivel de la enzima NS-
(metilen tetrahidrofeolato metilen transeferasa) la homocis
tina y las concentraclones de metionina en plasma son ba=-
jas, (fig. 3). En estas ocasiones el defecto puede co—-—
rregirse mediante la administracifn de desis suprafarmaco
l5gicas de su coenzima la vitamina Bl2. Dicho padecir=~
miento puede ser dado por absorci&n o por el metabolismo -
deficicnte de la vitamina Bl12 (43),
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Lags manifestaciones clinicas mis frecuentes de este --
error innato del metabolisme sont complicaciones oculares-
como luxacisn del cristalino y glaucomas, retrasc mental --
progresivo, alteraciones epn el tejido conjuntivo con vna -~
apariencia similar al sindromes de Marfin (axtremidades lay
gar y deformidades del térax).

De las amincacidopatias rastantes se pueden observar -
sus efectos clinicos en el cuadreo nimero 1,



Sindromes Ascciados con los Errores Conpénites del Metabolismo:

Trastornos del Metabolismo de

los Aminvicidos

Sindrome ’ Auas. clevudos

Histedemia histidine

Wiperfenilaluni- fenilalanina
nemin . o
Tiresinosis .fenlulﬁnina_
Hipcrvnilﬁcmin- '-vﬁlihn

Hipcr;‘éiﬁémﬁﬁ

Hlpcrgliqipcq}a

Acidurln glu:ﬁmi
[

Acidurin ‘de‘cetg
Acidos de jcadenl -

na, leucina
rnmi[lcudu s =

. CUADHO NOM.
rel, {43)

iﬁinmicq

isoleticing, valis’

RBioguimica

fiistidina amoniaco liasu

No se conace con preci--
sidn, en nlgunos cusos,-
fenilalaning transaminn-
sa.

Peficiencin transitoria-
de p-hidroxifenilpirivi-
co oxidasa.

No identificada,

Lisinacilusa, lisindeshi
drogenasa o lisincetoglu
TUmATO.

Beficiencio de glicilna-
formil Flig transferasa,

Se .Jesconoce.

Descarboxilinsa de cetodi-.
Sidos de cadeny ramifica
0.

Caractreristicas y travamiento

Lepgunje farfullado, frecuencia
viariable del retardo mental. Se
ho utitizado dicta boja en his-
tidina con resultados Jdudosos,
El paciente puede ser normal. -
tritese cuiando lia concentracion
de fenilalaning en suero sed sy
perior a 20 mp/l00 ml.

Falta de creciwiento general; -
cenvilsiones, responde temporal
mentc a una dieta deficiente eh
fenilaianina.

Falta dJde crecimienta,
nistigme .
Convulsiones y coma, reluacioni-
dos con los alimento protéices.

vomitos, -

LEpisodios de vomitos con deshi-
dratacién severa, acidosis, ce-
tdsis, infecciones vepetidas y-
retardo mental,

Cabello escaso, {dspero, dcspig-
mentado, retardo mentul, falta-
de crecimiento, mnlinrmuLloneq-
vonpgénitus,

Dificultad neonatal para la ali
mentacian, anerexin, vonvulsio®
nes y otros signos neurolbyicos.
Se observan tormas leves, anter

mitentes y dependientes de la -

- tiamina,

- 97 -
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La t&cnica a montar, formari parte de un programa deng
minado "tamilz genético de aminoacidopatfas en recién naci--
dos", que se llevard a cabo en un principio en tres hospita
les del p. F. :

- Institutoc Nacional de Perinatologia de la Secrataria

de Salud,

- Hospital de la Mujer de la Secretaria de Salud.

= Clinica cbstétrica nfimero 4 del IMSS;

en un futuro se generallzarf a nivel nacionpal.

Un tamiz desde el punto de vista médico, es la identi-
ficacifn de una enfermedad © defecto no reconocido, por me--—
dio de la aplicacifn de pruebas, cxfimenes u otros procedi--
mientos que pueden aplicarse ripidamente. Las pruebas de-
tamiz separan personas aparentemsnte 8anas gque prabablemen-
te tienen una enfermedad, de aguellas que no la tienen (50).
Puede ser dirigido a toda una poblacifn, siendo &ste un ta-
miz masivo, o a un grupo de alte riesge llamiindose tamiz se
lectivo. El tamiz va a detectar directamente enfermedades
establecidas para dirigir asf los pacientes al tratamiento.

\

Tamiz Gen&tico: va a buscar dentro de una poblacién persg
nas con denotipos y fenotipos que se sabe estin asociadas -
con ciertas enfermedades y que &stas pueden ser llevadas a-
los descendientes, o que pueden producir inicialmente una -
variante "silenciosa" que en un ambiente particular puede =
incurrir en un alto riesgo para la aparicidn de la enferme-
dad (28).

Para Scriver y colaboradores, los objetivos del tamiz-
genfitice son (27):
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- bar oportunidad a la intervencién médica.para preve--
nir enfermedades yendticas © minimizar sus efoctos.

- Dar oportunidad de brindar conseijo gen&hico,-

- Reunir datos pertinentes al sistema de zalud pﬁblic&-
y &l conocimiento bisico. S //" i
. v
Las t&gnicas de -deteccifn en un tamiz'deban_éér Bim———
ples, rdpidas y cconSmicas, permitiendo en el caso de un re

sultado positivo actuar lo mis oportunamente posibla. ™

_Hay varias t&cnicas que pueden ser aplicadas tanto en-
grandes como an pequefios hospitales, siendo examinadas mi--

les de muestras de reci&n nacidos al ano. El costo de un- -

prograima de tamiz no es excesivo gi se considara que el-cbg
to total del programa por afio es quizis la mitad del cabtd-

del mantenimiento de un solo nifio en una institucidn de. porf 2

vida.

El procedimiento orlginallen un tamiz masivo - fud ‘deg=e
crito por Guthrie, basindose en un mBtodo. microbiologico
utilizando en la deteccién unicamente de la fenilcetonuria,
este procedimiento con algunas mcdificaciones pezmite de-—-”
tectar otros aminoicides. : B i

posteriormente, Culley y colaboraderes, utilizaron la-
cromatograffa para el anflisis del suarc sin ningdn pretra-
tamiento y desproteinizacifn.

Efron y colaboradores (6), desarrollaron una técnica-
cromatogrifica utilizando sangre total, describiendo un pro
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cedimienl:o rutinario para 15 deteccidn de niveles de concen .
tracidn bajoa Y. altos da. 1os aminoscidos.



1.4 METODOS RARA ANALISIS

DE AMIHNOACIDOPATIAS"
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La variedad que existe de estas técnicas a hecho posi-
ble gue existan programas de tamiz para las diferentes anor )
malidades de los aminoicidos. Como resultade de estos es-
tudios han sido descubiertos cerca de 30 errores innatos —-
del metabolismo en los gue Se encuentran anormalidades pri-
marias o secundarias de aminofcidos.

L]

A continuacidén se describen las técnicas mis utiliza--

das en los programas de tamiz:

1} Pruebas quimicas. Muchas de las prucbas guimicas
para la deteccifin de metabolitos anormales de amincdcidos -
no son especificas y reaccionan con un gran grupo de sus-—---
tancias como una prueba de tamiz, dando diferentes colores-—
de reaccifn, entre &stas tenpemos:

Prueba con cloruro férrico

Prueba de 2,4-dinitrofenilhidrazina
Prueba de nitroso naftol

Prueba cianuro-nitroprusiato
Prueba plata-nitroprusiato

Prueba tiosulfato

Prueba ohermayer

Estas pruebas tienen un costo elevado por al valor de
los reactivos y la preparacién de la muestra.

) 2) M&todo microbiclégico. Guthrie y Susi adaptaron-
'1a inhibicisdn de crecimiento microbiolégico al tamiz de fe
nilcetonuria. :
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En dicho método se tiene a un microorganismo {(B. subti-
l1ig} que es inoculado en un medio de agar, al cual se le -
adiciona un inhibidor del crecimiento. La fenialanina en’
altas concentraciones venceri el efecto inhibidor y el cre
cimiento del microorganismo ocurrirad (9}, por lo que si ge
coloca sebre la superficie de agar un disco impregnado con
sangre, se puede determinar si la muestra contiene cantida
des excesivas de fenialanina por el tamafic de la zona de -
crecimiento gque se encuentra alrededor del disco {10,28).

Egte método puede ger adaptado a la deteccibn de amino-
Sfcidos como: leucina, tirosina, metienina, lisina y valina
{45}, - ‘

Las desventajas de este mé&todo son (24}

- Poca sensibilidad, por lo que da la posibilidad de ob
-taner falsos negativos.

- Solo se puede, al adaptar la tdcnica, trabajar con un
aminoScido en particular.

~ Spolo es pesible adaptar la técnica a seir aminofecidos

3) M&todos cromatogrificos. Estos métodos son muy uti
lizados en los programas de tamiz masivos. La cromatogra
£ia en capa fina o papel para el an&lisis de orina se uti-
liza en algunos paises después de tres o cuatro semanas --
del nacimiento para la deteccifn de histidemias, acidurias
orgfinicas, disulfurias y glucosurias, asi como desbrdenes-—
del tfibulo renal. Hay muchas y diferentes opiniones refe
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rentes a que técn;cn (en capa fina o en papel) es la mis ade
cuada . o K o : ’

) Con respecto, a la soleccidn del flufdo fisioldgico, se
deben de tomar en cuenta algunas consideraciones:

- a1 trabajar con orinm se tienen muchas e importantes
desventajas considerandc que una prueba de tamiz de-
be ser ripida y de bajo costo, pues el tiempe tan ex
tenso que se necesita para hacer la prueba a partir-
del nacimiento, el tiempo de procesado de la orina -
{desalacifn) y las miltiples ceontaminaciones que pue
de sufrir la muestra a causa de¢ heces; pomadas, cre-
mas y talcos no garantizan resultados confiables  --
{15,22).

En mucheos palises actualmente se lleva a cabo el tamiz~
son muestras celectadas en papel filtre teniendo como venta
“as, la fficil toma de la muestra, la manipulacién y las po-
~as posibilidades de contaminar la muestra evitando el con-
—acto con saliva o sudor (37,45).



CAPITULO I11.

PARTE EXPERIMEHRTAL




111.1 OBTEHCIOHNH DE LAS HUESTRAS

TECHICAS Y SUGERENCIAS
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OBTENCION DE LA MUBS'I‘RA'..

.Bste punto sg divide en dos partes:

- Preparacidn de estandares.

- Preparacibn de Sangre con estédndares.

A.:. P:epirééidﬁ'ae Egtﬁndnréé. '

Se prepararon las solucicnes esténdarea de los aiguien

tes aminofcidos:

" Alapina . Histidina
arginipa - ) . isoléucina
dcido aspirtico lisina
glicina leucina ©
glutamina metionina

&cide glutdmico

Reactivos:

aminofcidos
isopropannpl
ficido clorhidricoe

agua desionizada y bidestilada

1. Se pesan 2 mg de cada aminofcido.

_Barina
. treonina

tirosina
valina

:fenila;aﬁ#na_

2. Se prepara una solucidn al 10% de iaopropanol y 8e
le adicionan dos gotas de &cido clorhtdrico 1N para-disocl-’

ver aquellos aminodcidos insolubles en agua.

Al final se obticne una concentracifn de 2 mg/ml que-
puede ser dilufda para obtener congentraciones de 15, 8, 6
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y 4 mg/100 ml.

B. Estandariiacidn de 1a.uangreh
La sangre utilizada fué donada pot el bnnco de sangre~
del Instituto Nacional de Padiatr!a.--' :

Los c&lculos ‘que ‘se aiguieron para preparar la sangre—.
eshandnrizada se basaron en'la'aiguiente fdrmulas {47) 2

V- ‘-’f“_)'-.:f_ aa.} o+ L B -

o

v = volumen a preparar de 5angre estandarizada.
vE = volumen ‘del. eatandar a afiadir a la sangre.
[aa]s- concentracifn individual de cada aminodcido en la -
. ‘sangre, : :
[aa]p- concentracifdin individual de cada aminofcide (solu-~
cién eatdndar}.
{aa)l = concentracifin del aminodcido a la que se quieroc lle-

gar.
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CONCENTRACIONES DE LGOS AMIKDACIDOS EN SANGRE

niveles normales: medios y altos

MEDIO ALTO
{mgt) {mgt)
GLICINA 1,78 4.16
ALANINA 2,99 5.89
VALINA 2.50. 371
METIONINA 0.34 0.59
I50LEUCINA 0.83 B 1.28
LEUCINA 1.46 2.30
TIROSINA 0.94 ' 1.58
FENILALANINA 0.88 o 1.92
LISINA 2.23 o 3.47
" GLUTAMINA 8,30 10.14

Datos proporcionados por el Instlituto de Inveatigaciones

Siomédicas de la UNAM.

JUADRD NUM. 2
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Una vez obtenida la sangre estandarizada a las concen-
traciones deseadas se procedid a aplicar gotas de &sta con-
pipetas Pasteur en papel filtro watman 3 (este papel es el
que B&t utilizari oficialmente en ¢l programa de tamiz gende
tico para la recoleccifn de sangre).

Estas muestras de sangre colectadas en papel f£iltro se
preservan envucltas en papel aluminic en refrigeracidn.

Cuando el programa de tamiz gen6tico se lleve a gabo,-

- las muestras de sangre se obtendrdn por puncién de talén -~

aplicando la sangre en una tarjeta de papel filtro (Schei-
cher y Schuell nim. 903, equivalente al papel £iltro watman
3) (22), la cual deberd tencer cospecificades los datbs co—-
rrespondientes al paciente, dichas muestras serdn tomadas -
por enfermeras o médicos residentes.

Se tienen proyectados eantre 15 o 20 nifios tamizados -
diariamente.

Las muestras de sangre se deberdn tomar a las 48 ho-—-—
ras de nacido el nific, cuando s&lo se pilerde un 0.3% de --
las amincacidopatias {14).
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Inicialmente se tratS de establecer una t&cnica croma-
togréfica en capa fina utilizada en el Programa Espaficl pa-
ra la Deteccién de Aminoacidopatias {(tfenica ndm. 1), duran
te dicho montaje se analizaron diversos aspectos gue al su-
frir un cambio podrian llegar a formar una técnica mis efi~
clente y sensible gque la ocriginal, Estos cambios realiza-
dos pueden resumirse en las cuatro técnicas que a continuva-

cidn se describen:

TECNICA NUM. 1

Material,

placas de aluminio con celulosa marca Merck., 20 x 10 cm.
tanques para cromatograffa 25 x 15 cm. ) o
charclas de porcelana '

harras de vidrio 22 x 2.5 cm

cinta adhesiva (scotch])

ligas gruesas ' L

perforador de discos, 6 mm de didmetro -

material comtin de laboratorio 2

Reactivos,

Isopropanol etanol -
n-butanol ] ninhidrina -
acetona isatina

decido acttics colidina
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Preﬁa;ac%én y aplicacién do 1a8 muestras.

‘a. Sobre la barra de vidrio se¢ coloca la cinta adhesi-
va, de manera que la parte del pegamento guede hacia el ex-
tarior, o

b. En la cinta adhesiva se hacen marcas con. una’ sepa—-
ruciﬁn entre si de 1,5 cm.

¢. Por otro lado, se perforan las muestras tanto de -
sangmcomo de estandares a apliecar. : o

d. Estas son colocadas sobre lns marcas’ en 1a cinha -
adhesiva. . : _- R ,' B

e. Enseguida se una la barra de vidric contra la placn
de aluminio y se fijan con la liga gruesa.’ - " :

Preparacién de 105 hanques para cromatograf!a Y mezclas de
solventes. pesarrecllo unidimannional.

a. Al primer tanque se le agrega iseopropanol ai 70% -
(100 ml), esperando un corto tiempo para darle oportunidad
al tanque de que se satre. Se introduce la placa croma-
togrifica por un tiempo de 3 minutos. _.

b. Se separa la placa de vidrio de el folio y se dejn
evaporar el solvente de é&sta un tiempo aproximado de 10--
minutos. ' _ : C

c. Mientras tanto se prepara la mezcla de solventes a
utilizar en el sistema unidimensiocnal en las propdrqiones-
siguientes:

n-butanol, acetona, Acido acético, agua  (35435:10:20])
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se agitan bien y se agregan an un sagundo tanque.

d, Se coloca la placa en el segundo tanque comenzando
as! el sistema unidimensional, Una vez que la mezcla de-
solventes 1legd al tope de la placa, &sta se saca y S8 eva
poran leos solventes. Se ¢oloca una vez mfis la placa en -
el tanque hasta que los solventes lleguen al tope y lucgo-
se evaporan.

El desarrollco del sistema unidimensional dura aproxi-
madamente 2 horas.

Preparaci6n de la polucién de tincién.

a., Se pesan 200 mg de ninhidrina y 100 mg de isatina,
b. Se mezclan con 100 ml de etancl al 70%, se agita -

hasta disclver y finalmente se agrega 1 ml de colidina.

c. Exclusivamente se utilizan para la tinecidn 10 ml -
de esta soclucitn, el restoc se guarda en frascos de color =
" Smbar para su uso posterior.

Tincibn,

a;'Se'vierte,la solpci@n.revelédora {10 ml por placa)
cen’una @harola{ sa sumerge (totalmente) la placa cromato--
graﬁlcd.!se saca y se eVapora un poco.

b.°Se
“minutos.’

omete a 120 “C en 1a estufa por un hiempo de 5

' Se prosigue’a analizar los resultadas.
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SUGERENCTAS.

1, La barra de vidrio, 1la cinta adhesiva y la liga ---
gruesa son utilizadas para mantener f£ijas de alguna forma -
las muestras a la placa cormatogrifica, por esta raz6n hay-
que tener el miximo de cuidado en el manejo de estas piezas,
para lo cual se recomienda el uso de guantesde pléstico y -
alcohol para el desengrasado de la barra de vidrio y ligas,
evitando asi que sustancias ajenas alteren los resultados.

2. Toda marca que se haga en los cromatogramas debe ha
cerse con lipiz, &sto evitard que ocurran contaminaciones -
adicionales que alterarian los resultados, Las marcas de-
berfn hacerse suavemente para no levantar el recubrimiento-
da celulosa,

3. Las muestras se colocan a una distancia entre si de
1.5 cm para que no ocurran sobreposiciones en los aminodel-
dos de las muestras vecinas.

4. Se debe trabajar dentro de la campana de extraccitn
cuidando que durante la tinpcifn &sta permanezca apagada y -
medio cerrada, puesto que los solventes que se utilizan son
muy volitiles, de no ser asi se corre el riesgo de gque los=-
cromatogramas no queden bien impregnados con dicha solucidén.
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TECNICA NUM., 2

Material.

Placas de aluminio con celulosa Merck 20 x 10
tangues para cromatografia 25 x 15 cm
charolas de porcelana .

perforados de discos, 6 nm de difimetro
material comfin de laboratorio ’

Reactivos,

n-butancl . ) ninhidrina
acetona T isatina Z . .
Scido acético s colidinn

etanol '

Aplicacifn de la muest;a;jf_v

a. sobrg le placn.cromatogrAfica aa hacen mnrcas con-

iépiz con‘una_separaciﬁn antre aI da 1.5 cm.

‘h. Se perforan discos exactaménte sobre las marcas de

1apiz.

" se p&aa directamente al desarrollc del sistema unidi-
La mez--

mensional excluyendo la elucifn en isopropanol.

cla de solventes y el desarrollo del sistema unidimensio--
nal son llevados a su realizacifn de la misma forma‘que se

" hizo en la t&cnica nGmero 1.

cm.
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Freparacisn de la solucién reveladora.,

a. Se pesan 2.5 mg de ninhidrina ¥y 0.5 mg de isatinn -
j=l-1+ cada 10 ml de etanol al 70%.

b. Se agita hasta disolver y Be 1e adiciona 0.1 ml de-r
colidina por cada 10 ml de ctanol.

La tincifn de los cromatoyramas se lleva a cabc de 1&-
misma forma que en la técnica nfimere 1.

SUGERENCIAS.

1. Se recomienda seguir las sugereneias 2, 3 y 4 de -~
la té&enica nGm,. 1.

2. La solucitn de gincién:debe'ae: preparada con extre
mo cuidado( ya que no hasta el dso'ae guahtes puesto gue --
las aminas una vez disultas an’ los solventns migran a tra~-
vE&s de &stos..

3. Para £ijar. bien 1as muestras dentro da las perfora-
ciones de la placa, se puede preaionar 1igeramente con un -~
dedo enguantado sobre 1a muestra,

4, Se redujeron‘1ﬁs}cantidadegfda'ninhidrina'e isatina
en la preparacisn de la soluéiéh‘dé tincitn, ya que las prp
puestas en un principio resultaron exceslvas ocasionando --
distoreibn en’ loa :esultados.
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TECHNICA NUM., 3

Matarial.

Placas de aluminio con celulosa marca Merck 20 » 10 om.
tangques para cyomatografia 25 % 13 om.

autoclave

charelas de porcelana

perforador de digcos, 6 mm de difimetrp

material comin de laboratorio '

Reactivos., |

nwbutancl ninhidrina
acetona ' . ‘isatina
Scido acético : . lutidina

Praparaciﬁn'y_apliéacién de la muestra.

o a, Las muestras s& enpvuelven en papel filtro indivi--
dualmente.

.~ b. Enseguida se someten a auwtoclave por un tiémpu'de—
"3 minutos a 250 °F y 15 1b de presitn.

¢. Mieantras tanto las placas han sidoc ya perforadas y
los solventes del desarrello unidimensicnal preparados.

d. Los tangques para cromatografia, solventes y siste-
ma ynidimensional son preparadoas y llevados a cabo de la -
misma forma que en la t&cnica ném. 1.
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Preparacitn de la soluci&n para revelar.

a. 5e pesan 5 mg ée ninhidrina ¥y 1 mg de isatina.

b. Se disulven en 20 ml de acetona, se agita hasta di-
solver y al final se adicionan 0.2 ml de lutidina.

Tincidn.

Se lleva a cabo de la misma forma gue en la técnica -
nlimero 1. .

~

SUGERERCIAS.

1. Se recomienda seguir las sugerencias 2, 3 y ¢ de -
la té&cnica nim. 1..

2. Antes de someter las muestras al sistema de auto--
clave, &stas debersn envolverse individualmente en papel -
aluminio rotul&ndose para no confundirlas. '
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TECNICA NUM, 4
Material.

Papel flltro watman 1 y watman 3
tanques para cormateograffa 25 x 30 em
charolas de porcelana grandes
perforador de discos, 6 mm de di&metro
material comiin de laboratorio

Reactivos,

Etanol ’ ninhidrina
n-butanol  isatina
acetona lutidina

Scildo acético

Preparacifn y aplicacién de las muestras, -

a. Se reccortan hojas de‘papal‘filtro de 20 x 20 cm.

b, Se haceﬁ marcas sobre el papel filtrc a una distan
_-c{a entre_si_de*?lﬁ-cm y se perfora sobre #&stas. En los-
extremos opuestos se atraviesan dos hebras de hilo blanco.

g{ Por otro lado, se perforan las muestras, posterior
mente se aplican sobre las hojas de papel filtro,

‘Preparacién de 15s tanques para cromatografia y mezcla de-
solventes, . , Desarvrollo unidimensional.

a, Se impraznan con vascelina las tapas de los tanques,
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b. Al primer tanque se le agregan 100 ml de eiﬁnqi-hl—'V
70%. 'Se introduce el papel £iltro ménteniendolo en'posi-Q.
cibn vertical por medic de los hilos dentro del tanque por-
un tiempo da 3 minutos. : ' :

c. S5e saca el cromatograma y se deja evaéorir-el_solf-
vante, aproximadamente 5 minutos.:
d. Mientras tanto se prepara la mezcla de solventes Pa

ra el sistemn unidimensional con las proporciones siguien--
tes:

n-butanol, acetona, fcido acético, agua (70:70:20:40)

se agitan bien y sc agrega al sequndo tangque.

e, Se introduce el cromatograma (ayuddndose con los --
hilos) en el tanque comenzande asi el desarrollo del siste
ma unidimensional. Una vez gue el solvente llegf al tope-—
de la placa, &sta sec saca y se dejan evaporar los solven-—-
tes.

f. Se vuelve a introducir el cromatograma en el tangque
hasta que de nuevo 10s solventes anlcancen el tope para poa-.
teriormente dejarse evaporar,

El desarrcllo unidimensional dura aproximadamenterzlj-
horas. ’

Preparacifn de la solucién de tincifn.

a. Se pesan 5 my de ninhidrina v 1 mg dé isatina.

b. Se ‘mezelan won 200 ml de acetcna. -1 agita hasta
diaolver la ninhidr;na y 1a isatina, finalmante s agregan
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2 ml de lutidina.
Tincidn,

a. Se vierte la solucién de tincifin en la charola de -
porcelana, se sumerge el cromatograma totalmente, ge saca y
se cuelga de los hilos para dejar evaporar un poco la solu-
cién de tincién.

El cromatograma se somete a una temperatura de 120 °p-
por un tiempo de 5 minutos en una estufa.

SUGERENCIAS.

1. Se recomienda seguir las sugerencias 2 y 4 de la =~
técnicamufi. 1, asf como la sugerencia 2 de la técnica ndm.
2.

2. Las muestras se colocan a una distancia de 2.5 cm -
entre si para que no ocurran sobreposiciones en los aminof-
cidos.

3. Al recortar o manejar el papel filtro debe hacerse-
uso de guantes de plistico para evitar contaminaciones.

4. E1 uso de hilo blanco nos va a ayudar a manejar el-
cromatograma tante afuera como adentro de los tanques.



CAPITULD IV,

RBES ULTADOS Y AHALJISLS DE

L A_D
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TECNICA NUM, 1

= El uso de la cinta adhesiva no afect$ los resultados
obtenidos, yn que no aport® sustancias contaminantes.

- La cinta adhesiva al estar en contacto directo con -
1a placa cromatogrifica puede llevarse con ella partes del-
recubrimiento de celulosa.

- El montaje y desmontaje del sistema es poco prictico,
va que sa requiere de mucho cuidado para evitar que la pla-
ca se doble o maltrate el recubrimiento de celulosa.

Para montar ¥ desmeontar el sistema se necesita la ayu-~
da de segundas personas, por lo que el riesgo de contaminar
la placa es mayor.

- Para obtener mejores resultados en la geparacién de
los aminocficidos, se pensS en la posibilidad de llevar a ca
bo 1a técnica on placas de 20 x 20 cm, Gsta peosibilidad --
fué descartada puesto gque el tiempo que se requiri& paora el
desarrollo del sistema unidimensional fué del doble, o seca,~-
aproximadamente 4 horas.

- Una vez terminada la t&cnica las placas al exponer-
se a la luz experimentaron un progresivo oscurecimiento.

- Se obtuvieron separaciones poco satisfactorias de -
los aminofcidos dificultande su identificacidn.
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La concentraciﬁn de las manchas da los aminoacidos en--
el cromatograma:no fueton tan’ intonsas en ralacién a la con
centracién exi:tente da cadn aminoﬁcido de 1as muestras. .

‘- No se obsarvﬁ un desnrrollo de color proporcional a—
1= concentracién de 105 aminoacidos..' ’ et




- 40 -

TECNICA NUM, 2

= El montaje del =sistema para llevar a cabo la técnica
en si, no presentd ningin problema, ya que la aplicacidn de
las miostras y el desarrollo del sistema unidimensional fud

muy simple.

-.AL realizarse la téenica utilizando directamente —-—-
muestras de sangre, los amincdcidos ascendleron acompafiados
de gigantescas manchas de hemoglobina impidiendo la total -
identificacitn de los aminodcidos.

= La disminucifbn de las cantidades de ninhidrina e isa
tina en la solucitn de tincifn di6 buenos resultados, &sto-
se pudo comprebar en muestras que contenfan exclusivamente-—
estindares de aminoicides.
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TECNICA NUM, 3

- El cambio de etanol por acetena en la preparacifn de
la sclucién de tincifn resultd muy benfifico, va que la ni--
nhidrina y la isatina mse disolvieron por ceompleto,

~ El cambio de la colidina por lutidina produjo reac-=
ciones coloridas mis estables con loas aminoicidos,

El tratamicnto de las muestras de sangre con autoclav
fus una opeibn que se probl para evitar la interferencia de
la hemoglobina en la interpretacién de los resultados obte-
niéndose como resultado una mejorfia parcial en virtud de --
que los amincicidos localizados en la parte inferior del --
cromatograma no sufrieron interferencia alguna, no asi ios
superiorea 10a cuales quedéron enmascarados por la hemoglo-
bina.

- La separacifn entre los aminoicidos es escasa y se -

observa superpasiciﬁn do manchas,
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TECHICA HUM. 4

- Se cambif ol iscopreopanol por etanol al 70% para la -
‘elucién de los aminodeideos al papel filtro, logrando evitar
bor completo 1a interferencia de la hemoglobina duranta el
dasarrollo unidimensional y la interpretacidn do los resule-

tados.

~ Sg utilizé papel filtro watman I, resultando por de~
mis lento el desarrollo unidimensional.

~ Se cambid a papel £filtro watman 3 obtenifndase resul
tados muy huenos en poon tiempo {aproximadamente dos horas:
el gistema unidimensional) 4 pesar de gue se utilizaran pla

cas da 20 x 20 om.

-~ La svaporacidn de los solventes utilizendo el papal~
£iltre fué més vipids que en las placas de aluminio.

La aplicacién de las mucstras y el desarrallo de‘la téc
nica no present6 mayores problemas, os Fdcil y fAgil su mon-

taje.
~ Bl papel Ffiltro necesitd de un tiempo muy grande pa~

ra oscurecerse al contacto can la luz, siendo #sto muy beng
fico para la interpretacidn de los resultados. :

= La separacitn de los aminodcidos entre sf fué exelen

te, realizfindose la identificacidn de los aminod@cidos sin -

ningtn problema.
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. - 1im inténsidéd de las coloraciones en las manchas de-
los aminoacidos resu1t6 acorde a las ccncentraciones utili—- .
zadas. : :

. g-f?qéufspida la identificacién de las diferentes concep
_traciones utilizadas de un mismo aminodcido en los cromato--
gramaa.__"' N C ’ : - :

- Lns manchas de los. aminoacidos fueron mﬁs axtendidas
y de- maynr tnmano, menos compactas que las obtenidas en ca=
pa fina. R



ELTe
e

Fotografia nm. 1 Corresponde a la técnica
utilizada en el Programa espanol (técnica --
nim. 1) la cual fue la base y punto de parti
da para experimentar diferentes variables y-
lograr una técnica mis sensible y confiable.
Se puede observar como en los amineicidos in
feriores no existe una separacién que ayude-
a diferenciar un aminocadcido de otro. Técni-
ca realizada en capa fipa utilizando sangre-
total.



Fotografia nim. 2. Corresponde & un croma-
tograma realizado en capa fina utilizando -
sangre total y la té&cnica ntm. 3. El tra-
tamiento de las muestras de sahgre en auto-—
clave, evitd que los aminodcidos inferiores
fueran enmascarados por la hemoglobina, lo-
cual no sucedif con los amideidos superio--

res.



Fotografia nim. 3 Corresponde a un croma-
tograma realizado en papel utilizando san--
gre total y la t@cnica nm. 4. Se observa
como @l cambio a etanol para la elucidn de-
los aminodcidos al papel filtro resultd bag
tante benéfico, ya que se evitd que la he-
moglobina interfiriera con los aminodcides.
El cromatograma refleja una separacién ---
ideal de los aminofcidos. Los que se en—-
cuentran marcados con sus abreviaturas fue-
ron =levados a una cohcentracion de 20 mgt,
si se comparan Géstos con la muestra estan--
dar nimero 5 que contiene sangre normal, se
observa como es obvio el incremento de la ~
concentracidn, en virtud de gue las manchas
de los aminodcidos poseen una intensidad --

mas marcada.



© Lew

1

o T

4 v e VYal
~§' * Ml

in Tir

‘o Aly

* Gl

WLl

f Ary

A5 Lig

His

B Ci

 1 cla
Ma &
im l.‘:n-lqnl

Fotografia nGm. 4.

Corresponde a un croma-

tograma realizado en papel utilizando la tég

nica nGm. 4. Para la realizacidn de este -

cromatograma se prepard una mezcla estindar-

de aminodcidos con
mg3 que se compard
total normal. Por
ma se da a conoceor

una concentracion de 20 -~
con una muestra de sangre
medio de este cromatogra-
la posicidn de cada aminag

dcido. En un inicio se llevé a cabo el desa

rrollo unidimensional utilizando una muestra

de sangrec y cada uno de los estindares de -~

los aminonéac idos, ésto did la correcta posi--

cién de éstos en el cromatograma.
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Debido a que existen aminoacidopatfas cuyo desarrollo-
se presenta en forma rdpida y progresiva causando efectos -
irreversibles tanto fisicos como mentales perc que pueden -
ser tratadas mediante teraplas dietéticas, ha sido necesa--
ric desarrollar una téecnica de deteccién ripida que permita
idepntificar prematuramente los metabolitos alterados,

La té&cnica establecida con este fin, no es cuantitati-
va, ni lo suficientemente sensible para determinar con pre-
cipsién el grado de las deficiencias, sin embargo, para este
tipo de padecimientos es mis importante obtener resultados-
cualitatives inmediatos que ayuden a detectar a aquellos in
dividuos gue presenten alguna aminocacidopatfa para dirigic-
los al tratamiento adecuado,

Lag diversas modificaciones realizadas a la té&cnica --
cromatogrifica en capa fina permiten obtener resultados en~
un perfodo de 3 horas, teniendo entre otras ventajas un de-
sarrollo de la técnica mis simple y prdctico, ademfis de ob-
tener resultados mis precisos y confiables, ya que al £inal
se utilizaron hojas de papel filtro de 20 x 20 cm que permi
tieron una mejor separacifn de los aminodicides, siendo fs--
tos mis fdciles de distinguir.

El uso de esta técnica dentro del Programa de Tamiz G&
nético requiere de una gran organizacifn por parte de enfor
meras y/o médicos que tomardn las muestras, el personal gue
llevard a cabo dicha metodologfa {(deberd de tomar prictica-~
en el montaje e interpretacifn de los resultados) y el per-
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sonal que hari llegar los resultados a los diferentes huépi
tales, ya que todo esto se debera da realizar de una manera7
coordinada diarinmente. : ’ )



CAPITULO V.,

CORCLUSIOHNES
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1., Las aminoacidopatias son errores conaénltos del metab--
lismo que pueden ser detectables durante los primeros dfas -
de-vida. ~Son hercditables y producen deterioros gentales,-
ffasicos y metabdlicos adicionales.

] ‘2. Los transtornos del metaholismo de los aminodcidos: -
' son descubiertos mfis frecuentemente en la lactancia y a men:z
do resultan mortaleos a edades muy tempranas. :

3. nLos transtornos del metabolismo da los. aminnacidos'-

resultan de mutaciones. que alteran 1a clave genﬁt;ca causan-;;?

do la producecidn de proteinns con’ estructuras p:imaria modi— w
Eicadas., :

4. Un dofecto en 1a'actlﬁida~
consecuencia un bloqueo en ol fluju de
via maetahblica.

5. Las anormalidades en el matabnlismo de 105 nminoaci-
dos son generalmente identificados examinando los’ fluidos -
corporales.

6. Los efectos de dichos padecimientos pueden prevenir
sc mediante teraplas dietéticas; muchos pafses han mostrado
su precgcupacitn e interds por mantenor una poblacidn sana y
han desarrollado diversas técnicas de deteccidn e implanta-
do programas de tamiz para combatir asf el retraso mental -
ocasionado por errores del metabolismo.
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7. Las pruebas de tamiz scparan peraona--ﬁpa—entémén:e--
_sanuB que probablemente tienen una enfermedad, de -quellas -
que no la tienen.

" 8. Las té@cnicas de deteccitn de un tamiz doben sSer sim-
ples, ripidas y econfmicas; permitiendo an caso de roesulta--
dos positivos actuar oportunamente. '

‘9. La té&cnica ndm. 1, resultd ser poco priccica y sensi
ble; su montaje y desmontaje, complicadoc y aparatoso.

10, Las técnicas ndm. 2 y 3, no cumplieron con las necgl
sidades de sensibilidad requeridas, dando resultados enmas-
carados y poco precisos.

11. La té&cnica nfim. 4, @8 una buena opcidn a utilizar -
en el Programa de Tamiz, ya que e8 riplda, sensible y econd
mica puesto gue en un tangue de cromatograffia se pueden de-
aarfollar hasta 45 muestras en un mismo tiempo, con la segu
ridad de obtener resultados confiables.

12. La té&cnica desarrollada no as cuantitatiwva.

13. Las aminoacidopatias.son.consideradas como enferme-—
dades raras y poco frecuentes, sin embargo &sto parece no -
der asi, ya que tan solo a lafenilcetonuria se le atribuye -
{porque no existe una estadistica precisa) una incidencina
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en nuastro pais de 1:15 000, lo cual si tomamos como hase -
upa poblacitn total de 80'000,000 de habitantes, rasultarfan
5333 casos sin tomar en cuenta a los nifos que diarlamente -
"nacen. sarfa interesante proguntarse, cudntos de estes ---
5333 casos han side detectados? cufintos individuos contaron-
o cuentan con un tratamiento adecuado y oportuno? y sobre to
do, cufntos retrasados mentales o muertos resultaron por es-
tas enfermedades "raras" y "poco frecuentes"?
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