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RESUMEN

La B-galactosidasa es una enzima lisosomal gue se encarga de
degradar a los gangliodsidos, al existir una deficlenclia de esta
enzima pueden ocurrir enfermedades metabodlicas caodticas como 1o
es la Gangliosidosis GM1l, que se caracteriza por el retardo
mental, anormalidades dseas, etc, y producs la muerte temprana
del pacieute.

Con el propésito de seguir contribuyendo al conocimiento de
la deficiencia de enzimas lisosomales gue intervienen en la
degradacién de compuestos tales como los glicoesfingelipidos,
entre los que se encuentran. los ganglidésidos mencionados, se
estudié 1la actividad de la enzima B-galactosidasa en muestras de
orina fresca de 50 individuos con retardo mental y 50 individuos
sin retardo mental del A4Area metropolitana de Monterrey, Nuevo
ledén. Se midieron los niveles de actividad de La enzima en ambas
poblaciones v se realizd una comparacidén de los mismos, tomando
en cuenta la asociacidén de 1los parametros sexo Y edad. Es
importante mencionar que en la poblacién con retardo mental, los
niveles enzimdticos con respecto al sexo fueron diferentes
comparados con los de la poblacidén normal, no giendo asi con la
edad. Asimismo, se encontrd una gran variabilidad en los niveles
enzimdticos de la pB-galactosidasa en la poblacidn con retardo y
en la poblacién sin retardo. Apesar de los resultados anteriores
concluimos gue el retardo mental es una caracteristica i1mportante
gue se debe tomar en cuenta para realizar este tipo de estudios y

es recomendable tener precaucion en la exclusion de 1ndividuo:s:

{57}
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con retardo mental provocado por factores conocidos, gque de
antemarno no 1implican errores metabdlicos. Se suglere la
realizacidén de ecte tipo de estudios para incrementar el
conocimiento epidemioldgico de enfermedades humanas causadas por

deficiencias de enzimas lisosomales.
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INTRODUCCION

Dentro de la ruta degradativa de los ganglidsidos, la enzima
B-Galactosidasa hidroliza la galactosa terminal presente en el
ganglidsido GM1 (glicoesfingolipido), Esto 1nvolucra la
conversion del ganglidsido GM1 al gangliosido GM2 (9).

La deficiencia a la enzima B-galactosidasa provoca el
acumulo de estos gangliodsidos en losg lisosomas, provocando: dafios
cerebrales, anormalidades éseas, incoordinacidén y debilidad de
miembros inferiores, etc. (2-6).

El propésito del presente trabajo consistid en medir logs
niveles de actividad enzimAtica en personas con retardo mental en
el 4drea metropolitana de Monterrey, Nuevo Ledén, las que se
compararan con los niveles enzimaticos de personas normales,
agrupadas de acuerdo a su sexo y edad.

La importancia del presente estudio estriba en que si de
alguna manera observamos diferencias en los niveles de esta
enzima entre ambas poblaciones podriamos determinar el riesgo
relativo que tiene un neonato de presentar Gangliosidosis GM1,
enfermedad provocada por la deficiencia de la B-galactosidasa,
cuya transmisidn hereditaria es en forma autosémica recesiva y
generalmente ambos padres son portadores vy presentan niveles

bajos de esta enzima.



HIPOTESIS

Se considera que los niveleg de actividad de la enzima
B-galactosidasa son mas bajos en individuos con retardo
mental, que en los individuos normales. Y los que presentan los
niveles alteradoos de esta enzima pueden tener el error metabdlico

correspondiente a Gangliosidosis GM1.



OBJETIVOS

1.- Se midieron y se compararon los niveles de actividad de
la enzima p-galactosidasa, en dos poblaciones agrupadas

de acuerdo a su sexo vy edad:

a) Individuos que presenten cualquier tipo de retardo
mental
b) Individuos que no presenten retardo mental

(controles)

2.- Se correlacionaron y se compararon los mniveleg de esta
enzima con la edad de los individuos de acuerdc a su

sexo y estado de salud.



ANTECEDENTES

Generalidades.

Los errores congénitos del metabolismo son enfermedades
atribuidas a la deficiencia congénita de una enzima
especifica, la cual es debida a la presencia de un gen
anormal; este término fue descrito por Garrod en 1909 (citado
en 13).

La naturaleza basica del defecto es conocida en algunos
casos y puede representar la sintesis de una enzima
estructuralmente alterada corn propiedades cataliticas
diferentes. En otros casos es una proteina inestable vy/o
rapidamente degradada en los tejidos. Finalmente puede
haber wuna reduccién parcial o completa de la sintesis de la
enzima (40),

Los defectos enzimaticos en el metabolismo de los
gangliésidos son llamados comunmente como Gangliosidosis GM1
0o errores congénitos del metabolismo de los ganglidsidos (7).

Los defectos genéticos del locus B-gal causan la
deficiencia o reduccion de la actividad enzimatica v
acumulacidén de los sustratos en los 1lisosomas (8). Entre estos
sustratos se encuentran el ganglidsido GM1, el asialo GM1,
oligosacaridos similares al queretan sulfato v las
glucoproteinas, los cuales normalmente son hidrolizados por 1la

enzima B-galactosidasa gque se localiza en los lisosomas. La etapa

inicial en 1la ruta degradativa 1involucra la conversion del



ganglidésido GM1 en gangliésido GM2, debido al rompimiento del
enlace B-galactosa terminal del ganglidsido GM1 por una
B-galactosidasa. En ausencia de esta actividad dicha
conversién no tendria lugar (10,14).

Se conocen otras B-galactosidasas como las que
hidrolizan la galactosilceramida vy la lactosilceramida, de
las gque no se conocen deficiencias, por lo gque estos compuestos
no se acumulan (15}.

Existen al menos tres formas de deficiencia de 1la
enzima B-galactosidasa:

1) La deficiencia primaria, que produce las Gangliosidosis

Infantil, Infantil tardia o Juvenil vy la forma Adulta

2} La deficiencia combinada de neuraminidasa Y
B-galactosidasa v,

3) La deficiencia combinada de B-galactosidasga y variasg
enzimas lisosoémicas en una enfermedad de células I

(Mucolipidosgis Tipo II) (15).

En este trabajo nos referiremosgs de manera particular a

la deficliencla primaria de la enzima B-galactosidasa.

Caracteristicas generales de la enzima [B-galactosidasa

Los primeros estudios gque se conocen sobre purificacion
de la enzima B-galactosidasa fueron realizados en el afio de 1951
por Cohn y Monod, guienes obtuvieron preparaciones altamente

purificadas de la enzima a partir de cepas de Escherichia coli K

n



12 y ML, ambas inducidas con lactosa. Ellos reportaron que las
dos enzimas de cada una de las cepas eran inmunoldgica v
enzimaticamente indistinguibleg (citado en 27).

Posteriormente Cohn, en 1957, purificé otra enzima
B~galactosidasa de cepas de E. colli y encontrd que la enzima
era heterogénea por el método de ultracentrifugacidn y mostrd dos
fracciones o picos, un componente mayor monodisperso (80% del
total) con un peso molecular de 700,000 vy un componente menor
polidisperso (20% del total) constituido por productos
polimerizados, con un peso molecular de 70,000; ambos componentes
presentaron actividad enzimatica (citado en 27).

Estudios posteriores realilzados por los mismos autores
reportaron datos sobre la estabilidad y el pH de la enzima
B-galctosidasa. Ellos mostraron que la inactivacidén térmica
de la enzima es una reaccidén de primer orden; a bajas
temperaturas la enzima resultd excepcionalmente estable. En lo
que respecta al PH, la actividad de la enzima iba en
disminucién marcada (pH < 6) vy lenta cuando el pH estaba entre 6
y &8 (citado en 27).

Zarnitz en 1958, realizé estudios similares sobre
estabilidad de la enzima B-galactosidasa. Este autor trabajé con
extractos purificados de la enzima obtenidos de la cepa ML 309 de
E. coli; y encontré resultados muy similares que los reportados
por Cohn y Monod en 1951 (citado en 27). Wallenfels y otros
investigadores en 1959, trabajaron con la enzima utilizada por
Zarnitz ¥ encontraron dgue ésta enzima no contenia ningun

componente no proteinico. Mostraron gque la enzima estaba



constituida por 51.5% de Carbono, 6.33% de Hidrdégeno, 16.10% de
Nitrégeno vy 0.93% de Azufre (citado en 27).

Mag tarde, en 1978, O'Brien realizé estudios sobre la enzima
obtenida de tejidos humanos, utilizando sustratos sintéticos vy
encontrd diferentesg tipos de B-galactosidasas: la A, la B y la
neutral, a las cuales denomindé isoenzimas (16).

La isoenzima A, ha sido purificada a homogeneidad aparente a
partir de higado humano (24). La isoenzima B y la Neutral han
sido estudiadas solo en crudo o parcialmente purificada (25,26,
28).

Las [B-galactosidasas A y B poseen pH éptimo en la region
dcida (4.2-4.4), por lo que se les denomind f-galactosidasas
acidas. Ambas eran estimuladas vy estabilizadas por cloruro de
sodio (28), eran termolédbiles vy capaces de romper enlaces
aril pB-D-galactosido. Ambas hidrolizaban residuos de enlaces
B-galactosa del gangliésido GM1 (25,28) vy asialo fetuina
(24). La B-galactosidasa B tiene un peso molecular de 600,000 a
800,000 cerca de 10 veces mads que el de A (72,000), ambas son
sialoglicoproteinas (29,30).

La B-galactosidasa neutral presentaba un pH éptimo de 5 a €
Y un peso molecular menor al de A 6 B (57,000). Esta enzima fue
inhibida con cloruro de sodio y mds estable al calor que A ¢ B
(3%) ,esta rompia enlaces aril-B-galactosido y aril-pB-D-glucédsido,
pero no rompia la galactosa del gangliésido GM1 o de la asialo
fetuina (25,28).

En higado normal humano, usando 4-metil, umbeliferil o

p-nitrofenol-B-galactdsido como sustrato, aproximadamente del



85% de la actividad ensayada a pH 4.5 era debida a la isoenzima

A, 10% a B y 5% a la Neutral (16).

Mas recientemente, en 1983, O'Brien reportdé gque 1la enzima
B-galactosidasa acida era un polipéptidc monomérico €on un peso
molecular de 64 kDa que contienia un 7.5% de carbohidratos vy
estaba presente en todas las células nucleadas (8).

La B-galactosidasa 4cida existe en forma monomérica (Al),
dimérica (A2), y multimérica (A3), compuesta de una o mas
subunidades de 64 k Da (8).

Wallenfels y Well reportaron gque 1las f-galactosidasas de
origen animal se pueden agrupar en dos categorias, de acuerdo con
su localizacion celular : Un grupo comprende a las enzimas
localizadas en las vellosidades de 1la mucosa del intestino
delgado, que parecen ser verdaderas lactasas, e involucrado en el
rompimiento de los B-D-galactésidos de los alimentos,
especialmente de lactosa. Estas enzimas han sido altamente
purificadas .de 1intestino delgado de ternera, rata y mono. EL
segundo grupo comprende a las [-galactosidasas lisosomales y se
localizan en las células de mamiferos. Estas enzimas no
desdoblan al compuesto b-bromo-2-naphtyl-B-D-galactésido,
caracteristica que las diferencia del primer grupc de enzimas.
Las B-galactosidasas ubicadas en los lisosomas son caracterizadas
como hidrolasas lisosomales, ya que actian a pHs acidos de 3 a 4.
Su funcién fisiolégica es de catabolismo de glicolipidos

complejos, mucopolisacarideos vy glicoproteinas gque contienen



residuos pB-galactosil. Ademds estas enzimas estan 1nveolucradas
con errores innatos del catabolismo, los cuales son
caracterizados por una baja actividad enzimdtica y por el
acumulo de dichos productos en diferentes organos . Ademas
observaron gue ambas enzimas en cerebro de conejo tenia una alta
actividad para los sustratos artificiales, los cuales son : p-

nitrofenil-B-D-galactosidos y lactosa (41).

Relacidén entre la enzima B-galactosidasa y su sustrato natural

La enzima P-galactosidasa es una hidrolasa lisosomal la cual
participa en la degradacidén de ganglidsidos (31).

Los ganglidésidos son glicoesfingolipidos acidos, que
caracteristicamente contienen una molécula o mas del acido
N-acetil-o-N-glicolil neuraminico (dcidos sialicos). Se
encuentran en diversos tejidos del organismo, aungue en mayor
proporcién en el cerebro. Ernst Klenk los descubrié y los llamo
asl debido a su alta concentracidén en células ganglionares o
neuronas. En el cerebro humano se observan al menos diez tipos
distintos de ganglidsidos, y cuatro de ellos comprenden cerca del
90 % del total. E1l mayor monosialogangliésido de cerebro es el
GM1. En el cerebro, los ganglidsidos se localizan primariamente
en las membranas de las terminales nerviosas. Su sintesis empleza
con el desarrollo inicial del cerebro y continda lentamente hasta
la madurez, existe un sistema de multiglicosiltransferasas
localizado en el aparato de Golgi, que es el responsable de dicha

sintesis (7).



Por lo que se refiere a la nomenclatura del ganglidsido, esta
dada de la siguiente forma:

Gangliésido GM1, donde G= Ganglidsido; M= Mono (cantidad de
residuos de acido sidalico o NANA); 1= cadena intacta (integridad
del polisacarido (7).

La enzima B-galactosidasa lleva a cabo una hidrélisis
secuencial de los residuos del carbohidrato terminal por remocidn
de oligosacaridos de dos o mas azucares o por deacilacidn inicial
£38)

Dentro de la ruta degradativa de ganglidésidos conocidos, hay
4 compuestos, los cuales poseen un residuo B-galactosa en 1z

terminal no reductora (38).

1.- gal - galNAc - gal [ NeuNAc ] - glc - ceramide
(gangliosido GM1)

2.- gal - galNAc - gal - glu - ceramide (acialo GM1 -
ganglidésido)

3.- gal - glu - ceramida (lactosilceramida)

4.- gal - ceramida (galactosil ceramida)

El gangliésido GM1 y el asialo ganglidésido GM1, son
hidrolizados por las enzimas B-galactosidasas A y B. La
lactosilceramida v la galactosilceramida son hidrolizadas por

otras B-galactosidasas (15).

Historia de la deficiencia de la enzima B-galactosidasa

Brady, en 1966 fue el primero en sugerir un probable



defecto enzimdtico en una etapa inicial del metabolismo del
ganglidésido (citado en 32).

En 1967, Sacrez reportd una deficlencia de [B-galactosidasa en
el higado de un paciente con Gangliosidosis GM1 (34).

Esta observacién fue confirmada por otros investigadores
como Okaday O'Brien quienes también encontraron una marcada
deficiencia de 1la actividad de la enzima en los tejidos de dos
pacientes con Gangliosidosis GM1 L), Este estudio fue
realizado en wuna autopsia obteniendo tejido congelado, vya que
anteriormente, Zarnitz observd gque la enzima era estable en
congelacién (citado en 27).

Okada y O'Brien reportaron niveles bajos de actividad de la
enzima B-galactosidasa en visceras Yy cerebro humanos ¥
demostraron gque la actividad disminuida de la enzima no era
debida a la presencia de inhibidores enddégenos solubles (1).

Thomas H.G. en 1969, realizéd un estudio sobre la
deficiencia de la enzima B-galactosidasa en orina de un
paciente con Gangliosidosis GM1 Infantil, y reporté una

marcada deficiencia de dicha enzima (9).

La actividad de la B-galactosidasa no se encontraba

disminuida en otras enfermedades de almacenamiento de
esfingolipidos (73 La deficilencia de 1la enzima ern
Gangliosidosis GM1 es especifica para [(B-galactosidasa. Las

actividades de otras enzimas lisosomales se encuentran
dentro de los rangos normales (1).
O"Brien (33), Sacrez (34), Seringe (35) vy Dacremont (36),

entre otros, se dedicaron a demostrar la deficiencia de la



B-galactosidasa en pacientes con Gangliosidosis GM1.

Okada v O'Brien demostraron que la deficilencila de la
B-galactosidasa es responsable de la acumulacion de
gangliésidos GM1 en la enfermedad Gangliosidosis GMi. Ellos
utilizaron gangliésido GM1 marcado con 14C en la galactosa
terminal y 1lo usaron como sustrato para la B-galactosidasa. El
grado de rompimlento de galactosa 14C del GM1 fue notablemente
bajo en Gangliosidosis GM1 cuando utilizaron preparaciones de
B-galactosidasa de higado vy materia gris cerebral (1). Brady vy
colaboradores demostraron que la actividad B-galactosidasa con
otros sustratos como galactosil ceramida y lactosil ceramida,
fue normal en Gangliosidosis GM1l.Esto enfatizé la especificidad
de la deficiencia con gangliéside GM1 (37). Existen otras
B-galactosidasas que hidrolizan esto s sustratos, que no se
acumulan yv por lo tanto no se conocen deficiencias (15).

En la actualidad, como se menciond anteriormente ge
conocen tres formas de deficiencia de la enzima B-galactosidasa,

las cuales son las deficiencias

1) Primaria
2) Combinacidén de neuraminidasa y B-galactosidasa y
3) Combinacién de B-galactosidasa y varias enzimas

lisosomales (15).
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Mecanismo hereditario

La deficienclia de la enzima B-galactosidasa en el
humano es un desorden hereditario con un tipo de herencia
autosdédmica recesiva, es decir, que solamente losg homocigotos
presentan manifestaciones c¢linicas (7). El gen que determina
la estructura de la molécula de la B-galactosidasa =sta
localizado en la banda p2l cen del cromosoma 3 (8).

La expresién completa del trastorno se manlfiesta en
ambos sexos : varén homocigoto (XY) y mujer homocigota (XX) (7).

Singer H.S 4 colaboradores realizaron estudios de la
actividad de la enzima f-galactosidasa en padres de
pacientes afectados - individuos normales y encontrarcn
actividad enzimatica intermedia Y actividad total
respectivamente (39). Esto es una evidenclia de que la

enfermedad es transmitida en forma autosdémica recesiva (39).

Historia de la Gangliosidosis GM1

En 1881, Warren Tay fue el primero en describir un
error en el metabolismo de los ganglidésidos, la condicién que el
describid se conoce ahora como la enfermedad de Tay Sach o
Gangliosidosls GM2. La Gangliosidosis GM1 se descubrid 84 ahos
después, en 1965 (16).

La Gangliosidosis GM1 anteriormente fué clasificada en dos
formas: Gangliosidosis Generalizada o tipo I vy Gangliosidosis

Tipo IX (7.,17).

tad



La primera descripciodon clinica de Gangliosidosis tipo I, fue
publicada por R.N. Norman vy sug colaboradores en 1959 llamandola
" Enfermedad de Tay Sach con envolvimiento visceral " (18).

La Gangliosidosis tipo I fue definida por Thomas en
1969, como una enfermedad degenerativa y progresiva del
sistema nervioso central asoclada con una acumulacion del
gangliosido GM1 en el interior de las neuronas y varios organcs
viscerales (9). El1 wganglidosido acumulado, fue 1dentificado como

un ganglidésido GM1 por O'Brien y sus colaboradores en 1965

(19}. Scott vy colaboradores en 1967 describieron hermanos
afectados por este padecimeiento (20). Okada y O'Brien
en 1968 demostraron que la deficiencia de la

B-galactosidasa era el defecto fundamental en Gangliosidosis
tipo I, baséandose en el descubrimiliento realizado por Hers en
1963, quien encontro una deficiencia de B-galactosidasa en
el higado de un paciente con esta enfermedad (1).

La Gangliosidosis tipo II fue descrita por Derry y sus
colaboradores en 1968 (21}, Ellos reportaron a dos
hermanos de ancestros Franco-Canadienses gue presentaron
alteraciones motoras vy deterioracidn mental progresiva. En el
examen Post-mortem descubrieron la acumulacidén del ganglidsido
GM1 en el cerehro. También descubrieron que dicho
gangliésido no se acumula en visceras en la Gangliosidosis Tipo
11, como era el caso de la Gangliosidosis Tipo 1.

En 1971, Goldberg vy sus colaboradores fueron los primeros
en describlr variantes de la enfermedad, es decir,

pacientes que eran clinicamente simillares a los de la
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Gangliosidosis tipo I, pero con anormalidades oseas menos severas
(23). Algunos pacientes eran clinicamente semejantes a los
pacientes de la Gangliosidosis Tipo 11 a diferencia de que el
inicio de los sintomas era mas tardio y su tiempo de
sobrevivencia era mayor (22). Esta nueva variacion del
padecimiento fue llamada forma adulta, la «cual tambien
presentaba deficiencia de 1la enzima B-galactosidasa moderada o
severa. En la actualidad se ha reconocido como la tercera forma
de la enfermedad, denominada Gangliosidosis GM1 tipo Adulta o

crénica (8).

Manifestaciones clinicas

La gangliosidosis GM1 ha sido clasificada en tres formas
clinicas en base a la severidad y edad de aparicion de los
sintomas (8)

a) Gangliosidosis GM1 Infantil, que se caracteriza por
deterioracién psicomotora rdpidamente progresiva, dismorfismo
v manchas maculares rojo-cereza, anormalidades Oseas
severas 4 hepatcesplenomegalia prominente. Los sintomas
aparecen usualmente dentro de los primeros 6 meses de vida y la
muerte ocurre alrededor de los dos afios de edad.

b) Gangliosidosgis GM1 Infantil tardia o Juvenil, con
deterioracion neurcldégica moderada, anormalidades é6seas minimas y
hepatoesplenomegalia ausente, los sintomas usualmente aparecen
por el primero o el segundo afio de vida y la muerte ocurre

aproximadamente antes de los 10 anos de edad.
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¢) Gangliosidosis GM1 Adulta o Crdénica, presenta un curso
clinico mas prolongado, 1las principales manifestaciones son
disartia, anormalidades en la marcha, distonia en el cuello y
extremidades, manchas maculares rojo-cereza, dismorfismo v
visceromegalia. Un numero significativo de pacientes presentan
problemas relacionados con convulsiones vy el retardo mental
varia de moderado a Severo,. El rango de la edad de
inicio de los sintomas es de 4-30 afios y la edad en que

ocurre la muerte aun no es bien conocida,

Caracteristicas del retardo mental

El retardo mental no es una enfermedad sino solo un sintoma,
la expresion de un bajo nivel del funcionamientc intelectual, por
lo que no existe una definicién satisfactoria del retardo mental.

La Asociacidén Psiquidtrica Americana propone que el término
retardo mental se refiere " al funcionamiento intelectual general
subnormal y que tiene su origen durante el periodo del desarrollo
Yy estéd asociado con dificultades de aprendizaje, ajuste soclal
y/0o maduracidn (43).

El retardo mental puede ser clasificado etioldgicamente de

acuerdo a las causas principales que lo determinan :

1. Secuelas de infecciones o intoxicaciones.
2. Traumatismos o agresion de agentes fisicos.
3. Trastornos del metabolismo, del crecimiento o de la

nutricién,



4. Enfermedad encefalica posnatal.

5. Patologia prenatal.

6. Anomalias cromosémicas.

7. Prematurez o inmadurez

8. Trastornos psiquidtricos importantes.
9. Privacidén social.

1.0, Otras.

Los recientes descubrimientos en la ciencia medica han
permitido identificar alteraciones cromosdmicas { 1 en 200
nacimientos ), metabdélicas ( 1 en 1000 nacimientos ) y otras en
numero menor. Se puede estimar que en México el numero de sujetos
con " necesidad de ayuda especial " es muy alto, aungue no se
conoce con exactitud, de los cuales, un gran porcentaje sufre de

alguin tipo de retardo mental (43).
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MATERIAL Y METODOS

Poblacién estudiada

Se seleccionaron dos poblaciones, una de individuos con
retardo mental pertenecientes a escuelas de educacion
especial, y la poblacidén control, constituida por individuos
normales pertenecientes a escuelas del sistema federal v
estatal. Las dos poblaciones fueron individuos de ambos sexos vy
con edades de entre 5 y 20 anos.

Se excluyeron : aquellos individuos que no se encontraban
dentro del rango de edad mencionado, los que no presentaban
retardo mental e individuos con Sindrome Down (ya que se conoce
de antemano gque los 1ndividuos con éste sindrome no presentan
alteraciones de la enzima [B-galactosidasa).

Se obtuvo un total de 100 individuos, de los cuales 50
fueron individuos que exhibian retardo mental y 50

individuos que no presentaban retardo mental.

Origen de los reactivos
1.- De Sigma Chemical Company:

A) p-Nitrofenol cristalino. 104-8
B) Glicina G-7126.

C) Acetato de sodio trihidratado.
D) Carbonato de sodio. S-2127.

E) p-Nitrofenil-D-galactopiranosido.



2=

A)

T =

J. T. Baker, S.A. de C.V.

Acido Acético.

Preparacién de los reactivos

Buffer de Acetatos 0.5 M pH 5.0 : se diluyeron 2.86 ml
de A4acido acético 99% a un volumen final de 100 ml. Se
agregaron 29.6 ml de esta solucidén de acetato de sodio
0.5 M ( 6.8 gr. de acetato de sodio trihidratado en agua
destilada y fue llevada a un volumen final de 100 ml). &e

ajusté a un pH final de 5.0.

p-Nitrofenil-p3-D-galactosido 0.005 M : en buffer de
acetatos 0.5 M pH 5-.0 : Se disolvieron 3.01 mg de
p-nitrofenil-B-D-galactosido monohidratado en un pequefio
volumen de buffer de acetatos y se diluyeron a un volimen

final de 2.0 ml.

Buffer de Glicina 0.25 M pH 10.0 : se disolvieron en 1.88
gr. de glicina vy 2.65 gr. de carbonato de sodio en agua

destilada y se diluyeron a un volumen final de 100 ml.

Solucidén estandar de p-nitrofenol, 1000 nmol/ml : se
disolvieron 13.9 mg. de p-nitrofenol en agua destilada

y se diluyeron a un volumen final de 100 ml.
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5.~ Boluciodn de Bicarbonato de Na-EDTA : Se disclvieron
en 10 gr. de Bicarbonato de sodio en agua bidestilada;
al solubilizarse, se agregaron 0.1861 gr. de EDTA;

se disolvio y se aford a 500 ml. (NaHCO3)-EDTA. (10).

Lugar de trabajo

Unidad de Investigaciones Biomédicas del Noreste (IMS3), en

Monterrey, N.L. México.

Obtencidén de la muestra

Los 1individuos estudiados entregaron una muestra de orina
fresca en frascos esteriles, los cuales fueron colocados en
cajas de poliuretano con hilelo para su traslado al area de

trabajo.

Procesamiento de la muestra

La determinacién de la enzima B-galactosidasa en orina se
realizé de acuerdo a la Técnica descrita por Thomas G. H.

(11). Modificada de acuerdo a nuestros propésitos.

a) Be colocaron 12 ml. de cada muestra de orina en
tubos de 20 x 150 mm. y se centrifugaron en una
centrifuga refrigerante {( de 3 a 6°C ) durante 15 minutos

a 2500 rpm.

b) Se colocaron exactamente 10 ml. de la muestra

centrifugada en tubos de didlisis de 27 x 80 mm.



prehumedecidos, los cuales retienen material con un pego
molecular mayor a los 12,000 daltones.
c) Se dializo por un tiempo de 20 horas de 3 a &°C,
se realizaron algunos camblios de agua destilada enfriada.
d) Después de este tiempo se sacd el tubo de didlisis con
la orina dializada, se removid y se mididé el volumen final en
una probeta de 25 ml.
e) Se prepararon 2 mezclas de incubacién en tubos de 13 x

75 mm. para cada muestra de orina dializada de la siguiente

manera:
TUBO 1 TURO 2
ORINA 0.8 ml 0.8 ml
p-Nitrofenil-B-D-galactosido 0.2 ml 0.2 ml

f) Inmediatamente se colocd el tubo 1 en bafio de agua fria.
Este sirvié de blanco.

g} El tubo 2 se colocéd en bafio de agua a 37°C.

h) Después de wuna hora se agregaron 0.4 ml de buffer de
glicina 0.25 M a los 2 tubos v se mezcld bien.

i) Y al final se mididé la absorcidn de cada muestra a
400 nm. en el espectrofotdédmetro. E1 tubo 1 sirvié como blanco

para el tubo 2.



1) 1 unidad de actividad equivale a 1 nmol de p-nitrofenol

liberado por 1 ml de orina a 37°C en 1 hora.

Evaluacién de los datos

Las prueba estadistica utilizada en el presente estudlio fue
la de Mann-Whitney (no-paramétrica) (42), donde se compararon los
rangos promedios de las variableg a) niveles enzimaticos v b)

edad en las poblaciones (ver tablas 1-4)

1.- masculina sin retardo vs femenina sin retardo.
2.- masculina con retardo vs femenina con retardo.

3.- 8in retardo vs con retardo.



RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos sobre los niveles de
actividad de la B-galactosidasa en 1la poblacién con retardo
mental y la poblacidén sin retardo mental, los datos no
presentaron una distribucion normal (Fig 1,2 y Tablas 5,6), por
lo cual se realizé 1la  prueba de Mann-Whitney (grupos

independientes) para su analisis estadistico (42).

De las 100 personas estudiadas se encontrd lo siguiente:

1.- En cuanto los niveles enzimaticos, al comparararse los rangos
promedios (RP) de 1los grupos analizados mediante la prueba de

Mann-Withney se encontrdé gque las poblaciones:

1. masculina sin retardo (RP = 26.95, n = 21) vs femenina
sin retardo ( RP = 24.95, n = 29 ) no presentaron
diferencias significativas (Z= -0.60; P > 0.05).

2. masculina con retardo (RP = 18.59, n = 17) vs femenina
con retardo ( RP = 29.06, n = 33 ) si presentaron
diferencias significativas (Z= -2.41; P < 0.05).

3. sin retardo ( RP = 51.77, n = 50 ) wvs con retardo
{ RP-= 49,283, B = b0 ) no presentaron diferencias
significativas (Z= -0.44; P >0.05),

(Tablas 1 y 2)

2.- En cuanto a la edad, al comparararse los rangos promedios

(RP) de los grupos analizados se encontro que las poblaciones:



1. masculina sin retardo {(RP = 22.05, n = 21} vs femenina
sin retardo ( RP = 28.00, n =2 9 ) no presentaron
diferencias significativas ( Z= -1.43 P > 0.05 ).

2. masculina con retardo (RP = 24.21, n = 17) vs femenina

con retardo ( RP = 26.17, n = 33 ) no presentaron

diferencias significativas (2= -0.45; P > 0.05).

3. sgin retardo {( RP = 45.54, n = 38 ) wvs con retardo
( RP = 53.54, n = 62 ) no presentaron diferencias
significativas (Z= -1.34; P >0.05).

(Tablas 3 v 4)

Por lo anterior, podemos decir, gue el sexo, puede ser un
factor que afecte la variacion de los niveles de actividad de 1a
B-galactosidasa en 1individuos con retardo mental, siendo
interesante realizar estudios posteriores en cuanto a la relacidn
de sexo (factores hormonales) con la actividad de esta enzima.

Por otro lado, el factor edad no revelod diferencias
significativas, por lo que podriamos considerar que al efectuar
este estudio enzimdtico, no seria necesario tomar en cuenta los
rangos de edad, sirviendo este estudio de base para aquellos
investigadores que deseen realizar trabajos referentes a la

B-galactosidasa.

En el presente estudio no pudimos realizar comparaclones
sobre los niveles de actividad de la enzima B-galactosidasa de

la poblacion con retardo mental con otras poblaciones simlilares
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que hayan s1do estudiadas, debido & dgque no encontramos
referencias en la literatura, por lo que consideramos gque este
estudio puede servir de referencia para efectuar estudios
similares en nuestra poblacidon mexicana.

Los niveles de actividad de la PB-galactosidasa presentaron
una gran variabilidad, de 5.86 a 378.26 u. en la poblacidon con
retardo mental y de 19.79 a 396.11 u. en la poblacidén sin retardo
mental. Estos valores colncidileron en cuanto a variabilidad, con
los valores reportados, de 80 a 354 u. por Lombardo y Ericksson
(citados en 44). Ellos midieron 1la enzima en suero de 45
individuos normales y nosotros utilizamos muestras de orina. Sin
embargo, aunque las muestras wutilizadas no son las mismas,
podemos realizar una comparacién de ambos valores, observandose
que los niveles enzimaticos que reporto Hultberg también
presentaron variabilidad (10 - 70 nmoles/ml/hr/37°C) y el numero
de individuos muestrados es muy similar al que nosotros empleamos
(45 vy 50 respectivamente) (citado en 44), Por otro lado, Zetina
y Gonzalez, realizaron un estudio sobre enfermedades hereditarias
lisosomales en México y cuantificando la actividad de la enzima
f-galactosidasa en leucocitos de 70 1individuos normalesg,
encontraron wuna gran variabilidad (80-354 nmol/mg/h) en los
niveles de actividad de 1la enzima (11,12). Aunque estos
resultados estan expresados en diferentes unidades gque las
descritas en nuestro estudio, podemos hacer la comparacidn en
cuanto a gque en ambos casos existe una notable variabilidad
enzimatica.

De acuerdo con la literatura no se han estudiado los factores



que afectan la actividad de la enzima (B-galactosidasa, solo

exliste un estudio realizado por Hultberg vy Isaksson en 1281
(citado en 44), donde trabajaron con mujeres embarazadas y
encontraron que los niveles de actividad de la B-galactosidasa cse
elevan tres veces mas de lo normal. AdGn no se conocen las causas

de estos hallazgos.

Dado 1lo anterior, seria importante realizar estudios
posteriores sobre 1la determinacidén de los factores gque provocan
variacidén de los niveles de actividad de la enzima
B-galactosidasa.

Con respecto a la seleccidn de nuestra poblacidn,
consideramos que podria recomendarse la clasificacidén de retardo
mental propuesta por Valenzuela (43), en los individuos

muestreados, tomando en cuenta algunos de los siguientes puntos :

1. Existencia de un patrén clinico mas o menos idéntico en mas de
un miembro de la familia

2. Signos fisicos asociados a algunos de los numerosos sindromes
conocidos hepatoesplenomegalia, cambios esqueléticos,
opacidades corneales, dermatitis recurrentes, incoordinacion
de miembros inferiores, etc.

3. Signos neuroldégicos cambiantes o prodresivos.

4. Deficiencias de estatura y peso u otras manifestaciones de

dismorfismo.

De esta forma, los 1individuos de la poblacién a estudiar

tendrian un conjunto de caracteristicas seleccionadas. En ellos

ra
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seé medirian los niveles de actividad de la [B-galactosidasa vy
podrian entonces compararse con los niveles de la enzima
obtenidos en nuestro estudio y tratar de esclarecer de esta
manera, vya sea corroborando o descartando la idea de que =1
retardo mental estd asociado a otros aspectos en los individuos
de una poblacién, siendo una caracteristica 1importante para
encontrar niveles bajos de actividad de la B-galactosidasa. Al
mismo tiempo, podrian detectarse pacientes c¢on la enfermedad
Gangliosidosis GM1, que de acuerdo con la edad se clasificarian

en algunos de los tipos de Gangliosidosis GM1.

Asi como también seria recomendable hacer un estudio de
esta enzima en el cual se tendria que realizar un 1ncremento en
el tamafic de la muestra e igualmente buscar la normalizacidén del
parametro (enzima) en las poblaciones ya sea por metodos

logaritmicos para efectuar comparacidén por medio de varianza

bifactorial

[ o8]
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CONCLUSIONES

De acuerdo c¢con los resultados obtenides en el presente

o

trabajo, podemos proponer las siguientes conclusiones :

Los rangos promedios de los niveles de actividad de la
B-galactosidasa, en los individuos de la poblacidén con retardo
mental y en los individuos pertenecientes a la poblacidn sin
retardo mental, fueron estadisticamente iguales (P > 0.05).

En lo que respecta a los factores estudiados , edad y sexo,
revelaron que la edad no‘ influye en la actividad de la
B-galactosidasa, mientras que el pardmetro sexo puede alterar los
niveles de actividad de la enzima, como lo observamos en nuestro
estudioi

Asimismo, se encontrd una gran variabilidad de la enzima
B-galactosidasa, tanto en la poblacidén con retardo mental como en
la poblacidén sin retardc, datos que ccinciden con lo reportado
por otros autores {citados en 44).

Es de interés mencionar, gque seria conveniente seleccionar
previamente, a los sujetos c¢on retardo mental gue impligquen
errores metabdlicos, en los cuales es mAg probable gue se

idasa.

m

observen deficiencias de la B-galacto

Se sugileren estudios futuros para incrementar el conocimiento
9

de los errores innatos del metabolismo provocados por la

deficiencia de enzimas lisosomales.
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Tabla 1. Rangos Promedics (RP), obtenidos por la prueba de
Mann-Whitney, de los niveles de actividad de la
B-galactosidasa co respecto al sexo (Masculino =
M, Femenino = F), en la poblacidédn de individuos
sin retardo mental (1) y la poblacién de
individuos con retardo mental (2)

ACTIVIDAD DE LA [B-GALACTOSIDASA
RP de la Poblacion 1 RP de la Poblacoion 2
SEXO 26.95 18.59
M
SEXO 24.95 29 .08
F
AMBOS 51..77 49.23
SEXCS

Tabla 2. Prueba de Mann-Whitney, sobre los niveles de
actividad de la B-galactosidasa con respecto al
sexo (Masculino = M, Femenino = F), en la
poblacidén de individuos sin retardo mental (1) vy
la poblacidén de individuos con retardo mental (2)

|

ACTIVIDAD DE LA (B-GALACTOSIDASA F

f [

| Poblacion 1 f Poblacoion 2 i
SEXO M Z = -0.60 t z = -2.41

Vs f

SEXO F P > 0.05 P < 0.05

: — J

2MBOS % = -0.44 ‘

SEXOS I




Tabla 3. Rangos Promedics (RP), obtenidos por la prueha de
Mann-Whitney, de log niveles de actividad de la
B-galactosidasa co respecto a la edad y el sexo
(Masculino = M, Femenino = F), en la poblacién de
individuos sin retardo mental (1) y la poblacién
de individuos con retardo mental (2) +

|
ACTIVIDAD DE LA (B-GALACTOSIDASA %
RP de la Poblacion 1 | RP de la Poblacoion 2
SEXO0 22.05 | 24.21
M t
SEXO 28.00 _ - 26 .37
AMBOS 45.54 | 53,54
SEXO0S i

Tabla 4. Prueba de Mann-Whitney, sobre losg niveles de
actividad de la 3-galactosidasa con respecto a la
edad v el sexo (Masculino = M, Femenino = F), en
la poblacidn cde individuos sin retardo mental (1)
y la poblacidn de individuos con retardo mental
X &)

ACTIVIDAD DE LA [(-GALACTOSIDASA :
Poblacion 1 | Poblacocion 2 :
SEXO M 2 = -1.43 g = -0.045
Vs
SEXO F P >  0.05 P >  0.05 ﬂ
AMBOS Z = ~1.34
SEXO0S

P > 0.5




Tabla 5. Niveles de actividad de la =
B-Galactocidasa (B-GAL), Sexc
2=femenino) Edad (afios) de
pertenecientes a la poblacidn

POBLACION I ﬁ
No ACTIVIDAD EDAD | SEXO i
B-GAL |
1 173.60 5 1 ’
2 38.99 5 1 i
3 28.71 5 1 !
4 100,34 5 2
5 154 .45 5 2
6 315.55 5 1
;. 19.79 6 2
8 396.11 7 2
9 104.94 7 2
10 66.75 7 2
11 165.59 e 1
2 40.25 8 i
13 105.96 8 2
14 76.17 9 2
15 158.34 9 2
16 152.38 9 1
17 49.86 10 2
18 64 .36 10 1
19  162.09 10 2
20 169.20 10 2
21 32.27 1% 2
22  385.42 11 1
23 145.02 11 1 ,
24 211.80 11 1 :
25 142,38 1 1
26  160.32 13 1 i
27  299.45 13 1 ]
28 171.34 13 1 !
20  170.74 13 2 ;
30 304.02 13 2
31 33.96 14 1
32 76.24 15 1 i
33  246.19 15 1
34 95.23 15 1
35 70.32 16 1 |
36  69.61 16 2 ?
37 231,22 16 1 |
38 60.06 16 1 ﬂ
39  149.33 16 2 !
40 266.88 16 z f
41 143.99 1 1
42 329.91 17 2 F
43  386.45 18 2 i
44  149.67 18 1 i
45 109.40 19 1 b
46 74.99 20 1 !
47 126.42 20 1 I
8 117.55 20 1 1
49  177.06 20 2 !
50 119.44 0 1

Lo =

i 1=masculinog,
individuos

i

(sin

retar

do).
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POBLACION II

ACTIVIDAD | EDAD

B-GAL

, 1 75 .77 5 2
; 2 226.25 5 1
! 3 141.24 5 1
4 161.89 € 2
5 33.80 6 1
6 78.22 6 2
7 123.19 7 1
8 152.58 7 2
9 171.79 7 1
106.33 7 1
144.16 8 2
172.75 8 1
36.56 8 1

66.23 8 2

34.51 8 2

135. 44 9 1
262.80 9 1
113.22 9 1
38.99 9 1
191.80 9 1
19951 10 2
93.76 1] 1

48.15 11 2

81.49 1 1

89.27 11 1
327.19 11 1
60.70 11 1

56.72 13 2
123.53 13 1
87.11 13 2
350.28 14 1
257.01 14 2
90.36 14 i
185.79 14 2
334.42 14 1
259.10 14 1
49.42 1 1

58.04 15 2
378.25 16 1
243.38 16 1
128.98 17 1
333.01 17 1
373.94 1 1
242.96 17 1
92.32 18 1
371.83 18 1

5.86 19 2

65.82 19 2

75.98 19 2

18.31 20 i




fig. 3. figura gue muestra al ganglidsido GM 1, el cual es

hidrolizado por una B-galactosidasa en su galactosa terminal.

CERAMIDA - Glu - Gal - GalNAC—+—Gal (Ganglidsido)
1 i
i
: NANA \Y
: B-galactosidasa
i

Cer — Glu - Gal -~ GalNac
!

i
NANA
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