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1.

RESUMEN

E! Sindrome de Rett (SR) es un desorden neurodegenerativo cuya etiologia
no se conoce con precision. Se ha reportado la presencia de heterocigotos
para la deficiencia de ornitina transcarbamilasa (OTC) en algunas pacientes
con SR y en sus madres. Recientemente se describié una prueba de reto
con alopurinol que permite detectar con seguridad, a través de su excrecion
urinaria aumentada de acido ordtico, a las mujeres heterocigotos para la
deficiencia de OTC, evitando los riesgos que representan las pruebas
habituales que utilizan una sobrecarga intravenosa de aminodcidos que
ocasione hiperamonemia. Se aplic esta prueba para detectar heterocigotos
para la deficiencia de OTC en cinco pacientes con SR y en sus madres, asi
como en un grupc control de nifias y adultas sanas. Se encontrd que las
pacientes con SR presentan diferencia estadisticamente significativa
{p<0.05) en el patrdn de excrecion de &cido ordtico en relacion al grupo
control. A través de este estudio se detectd a una paciente con SR que
reune los criterios de heterocigoto para la deficiencia de OTC.



2. INTRODUCCION

En 1966, A. Rett describio un desorden neurodegenerativo, de etiologia
desconocida, que afecta Gnicamente a nifias?.2. Este sindrome se manifiesta con
detencién del desarrollo generalmente entre los 6 y los 18 meses de edad,
ademas de existir pérdida de habilidades adquiridas y desarrofio de movimientos
estereotipados de las manos3- Estudios independientes en diversos paises tales
como‘Suecia y Escocia, estiman la prevalencia del SR cercana a 1 en 10,000
nifas?.

El SR parece seguir un patrén de herencia dominante ligado al cromosoma
X. Aunque su etiologia no se conoce con precisién, se han sugerido varias
posibilidades etioldgicas como la presencia de sitios cromosémicos fragiles en la
region Xp22, metabolismo anormal de la biotina y tetrahidrobiopterina y la
inactivacién anormal del cromosoma XS5,

Hasta el momento no existen marcadores citogenéticos, bioquimicos o
moleculares para ésta enfermedad, por lo que el diagnéstico se basa Unicamente
en criterios clinicos. Estos criterios, conocidos como "Criterios de Viena'6 se
dividen en tres categorias: criterios necesarios, criterios de apoyo y criterios de
exclusion. Aun cuando la mayoria de estos pacientes suelen presentar muchos,
si no es due todos los criterios de apoyo, el diagndstico puede hacerse alin si
estos no estan presentes, especialmente en pacientes muy pequerios. La
presencia de uno o mas criterios de exclusion, descarta el diagnostico, Los
criterios dignésticos de esta enfermedad se muestran en forma detaliada en 1a
Tabla 1. Las caracteristicas clinicas y el diagnaéstico diferencial del SR pueden
variar de acuerdo con el estadio de la enfermedad (Tabla 2).

Desde las primeras descripciones de este sindrome realizadas por Rett, Ia
hiperamonemia ha sido un hallazgo frecuentemente asociado3. En esiudios
recientes, se ha encontrado una elevacion en los niveles de amonio sanguineo y
excrecion urinaria de acido ordtico y orotidina en algunas pacientes con SR
después de sometérseles a una carga intravenosa de alanina’. Estos estudios
sugieren fuertemente que algunos casos de SR se encuentran asociados con 1a
deficiencia de alguna enzima del ciclo de la urea.



TABLA 1

CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE SINDROME DE RETT.
Modificados de Haberg et. al.4$-

CRITERIOS NECESARIOS

© NGO AR~

Periodo p | y perinatal ap normal,

Desarrolio psicomotor ay normal tos pri 6 meses de vida.
Perimetro cefalico normal al nacimi

Desacelaracion del crecimiento cefélico entre los 5 meses y los 4 afios.

Pérdida de los movimientos propositivos adqumdos de Ias manos entre los 6 ylos 30
meses, asociado temporall funcié

con di de ién y sacial.
Disparidad severa del tenguaje receptivo y expresivo, retrase psicomotor aparente.
Movimientos esterotipados de las manos (apretar, frotar, lavar, etc.). ;
Aparicién de apraxia de la marcha y apraxia-ataxia troncal entre las edades de 1a 4~ -
aflos.

El diagnéstico es tentativo hasta la edad de 2 a 5 afios.

CRITERIOS DE APOYO

1.

ONOO A w

Disfuncién respiratoria.

Apnea periddica durante la vigilia.
Hiperventilacidn intermitente.
Periodos de retencidn de [a respiracidn.

Expulsién forzada de aire o saliva.

Anormalidades en el electroencefalograma.

Contexto de ondas lenlas y periodos ritmicos lenlos Inlermntemes (3 a §Hz).
Descargas epileptiformes, con o sin crisis p
Crisis convulsivas.

a atrofia y
Desordenes periféricos vasomolores. .
Escoliosis.

Crecimiento retardado.

Pies pequefos hipotréficos.

CRITERIOS DE EXCLUSION

NO mawn

Evidencia de retardo en el crecimiento uterino.
Organomegalia, 0 bien otros signos de enfe
Retinopatia o atrofia dptica.

Microcefalia al nacimiento.

Evidencia de trastorno metabolico identificable o de otra enfermedad neurolégica -
progresiva.

Evidencia de daflo cerebral adquirido en periédo perinatal.

Trastorno neuroldgico adquirido resultante de infecciones severas o de traumatismo
craneoencefalico.

por 1o,




Estereotipias de las manos: aplaudir,
dar palmadas retorcer, elc.
Manifestaciones autistas

Pérdlda del lenguaje

TABLA 2
SINDROME DE RETT: CARACTERISTICAS CLINICAS Y DIAGNOSTICO DIFERENCIAL SEGUN
SU ESTADIO
Modificado de Hagberg y Witt-Engerstrsm®-

TADIO CARACTERISTICAS CLINICAS DIAGNOSTICO DIFERENCIAL
Estadio de desaceleracion de Detencion del desarrallo Hipolonia congénita benigna
inicio tsmprano D del de Prader-Willl
Inicio: 8 a 18 meses craneolencéfalo Paraiisis cerebral
Duracién: meses Desinterés en el juego

Hipotonia
Estadio“destructivo” rapido RA4pida regresidn del desarolio con Autismo
iniclo: 1 a 3 afos imitabilidad Psicosls
Duracién: semanas 0 meses Pérdida del uso de las manos Encefalitis

Desorden visual 0 audilivo
Espasmes infantiles (sindrome de West)
Esclerosis tuberosa

de otinitina

Insomnio

b
Fenilcetonuria

€ {morder
dedos, golpearse la cara)

neuronal infantil

Estadio pssudoestacionario
tniclo: 2 a 10 afios
Duracion: meses a afios.

Retraso mental severo

Demencia

Mejoria de las caracteristicas autislas
Convulsiones

Esteceolipias tipicas de las manos
Apraxia y alaxia prominentes

Hiperventiiacién, aerofagia
Apnea en vigilia

Pérdida de peso con buen apetito
Escaliosis temprana

Bruxismo

Pardlisis cerebral atdxica espastica
Degeneracidn espinocerebeliar
Leucodistrofia

Disirofia neuroaxonal

Sindrome de Lennox-Gastaul
Sindrome de Angelman

Estadio de deterioro motor
tardio

Inicio: 10 afos 0 mas

Duracién: afos

Signos combinados de neurona
motora superior e infarior

Escoliosis progresiva, pérdida
muscular y rigidez

Disminucitn severa de la movilidad
Retraso de crecimiento

Mejosia del contacto visual

Ausencia virlual de lenguaje expresivo
y receplivo

Distrofismo de los pies

Reduccién de fa frecuencia de las
convuisiones

Desorden degenerativo desconockdo




El ciclo de la urea consiste en una serie de reacciones bioquimicas, que
tienen como funcién principal prevenir ia acumulacién de compuestos
nitrogenados téxicos. Esta funcion se logra a través de la sintesis de urea, una
molécula estable, hidrosoluble y no téxica para el organismo, que se elimina
faciimente por via urinaria (Figura 1). El ciclo de la urea también incluye algunas
reaciones bioquimicas requeridas para la sintesis "de novo" de arginina.

Se conocen con detalle cinco enfermedades del ciclo de la urea, cada una
de ellas relacionada con la deficiencia de alguna de las enzimas del cicio
metabdlico, Cuatro de estas enfermedades, la deficiencia de carbamilfosfato
sintetasa, la deficiencia de ornitintranscarbamilasa (OTC), la deficiencia de &cide
arginosuccinico sintetasa y la deficiencia de arginosuccinasa, se caracterizan
por signos y sintomas inducidos por la acumulacién de los precursores de la
urea, principalmente amonio y glutamina. La quinta de estas enfermedades, la
deficiencia de arginasa, se caracteriza por elevacion de amonio y de arginina en
sangre8.

Los defectos del ciclo de la urea (DCU) son enfermedades monogénicas que
se heredan en forma autosmica recesiva, con excepcion de la deficiencia de
OTC que se hereda en forma recesiva ligada al cromosoma X8,

Recientemente se descrlblo un estudio que aporta evndencla sobre la 3

les causa un lnadecuado metabollsmo del nltrégeno
elevacion de los niveles sanguineos de amonxo
proteinas.

oportuna de [a deficiencia de OTC agregada al SR puede er. de, beneficio a Ia‘
paciente, ya que su tratamiento evita la hlperamoneml ;

Actualmente el tratamiento de las pacnentes con deﬁcnen de O7C: esta
enfocado a evitar al maximo la elevacién de los niveles. de amomo enla sangre a
través de dietas hipoprotéicas y medicamentos que. promueven la: fijacién:y .o’
eliminacion urinaria del amonio, con e! minimo efecto posmle en el crecnm|ento y
desarrollo del paciente.
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FIGURA 1. Ciclo de la Urea, con los sustratos, productos y cofactores requeridos
para la ureagénesis. Los asteriscos muestran atomos perdedores de nitrégeno.
AS = sintetasa arginosuccinica; AL = argininosuccinasa; CPS = carbamilfosfato
sintetasa; NAGS = N-acetilgiutamato sintetasa; OTC = ornitina transcarbamilasa.
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FlGURA'2 tocus de la deficiencia de ornitina transcarbamnasa en el
cromosoma X. = :

El principio de la prueba de reto con alopurinol consiste en que la acumulacién
de carbamil fosfato dentro de las mitocondrias (como ocurre en heteracigotos
para la deficiencia de OTC) da tugar a su difusion hacia ef citoplasma, en donde
estimula la sintesis de pirimidinas. De esta forma, la inhibicion de la enzima
orotidina monofosfato (OMP) descarboxilasa por ribonucledtido de oxipurinol
(producto de reaccion del alopurinol in vivo), da lugar a la acumulacion de OMP,
ocasionando una sobreproduccion de acido ordtico y orotiding, y eventualmente
a aciduria ordtica y oratidinuria (Figura 3). La severidad de estos hallazgos sirve
para distinguir a las mujeres heterocigotas para la deficiencia de OTC de las
mujeres normales3.

Esta prueba evita los riesgos que implican fas puebas de sobrecarga de
proteinas con el fin de forzar el ciclo de la urea, que ademas de molestas para
algunos pacientes, pueden ser en ocasiones peligrosas pues potencialmente
pueden desencadenar hiperamonemia severa y también pueden dar resultados
falsas positivasS.

Actuaimente se conocen los valores de excrecidn de acido orético en nifios
sanos, asi como en portadores de deficiencia de QTC18.17,

CpALLR DF OWM‘E



CITOSOL MITOCONDRIA
ATP
Bicarbonato

onio
Carbenilfostato Glutamina Bicarbonato+ATP
sintetatasall cpsi
b
Carbamilfosfato Carbamilfosteto
Aspariatocarbamil |——Aspartato o1¢ Ornitina
transferase Carbamilaspartato Citruling
i 4
Dibidroorotass Dihidroorotato ALOPURINOL
Dihidrooratato OXipurinDl Xantinaoxidasa
deshidrogenasa ACIDO OROTICO
Orotato.PRPP v o ) .
transferssa Orotidina 5-fosfato Ribonucledtido
° de oxipurinot
" ]
OMP Uridina 5-fosfato
descarboxiasa
OROTIDINA '

FIGURA 3, Relaciones metabdlicas citosdlicas 'y - mitocondriales. -entre - el
carbamilfosfato, - pirimidinas y -alopurino! . en: - hepatocitos - deficientes . de
ornitinatranscarbamilasa. Cuando el carbamilfostato intramitocondrial se acumula
en grandes cantidades, (como. ocurre. en los hemicigotos o heterocigotos : de
deficiencia de OTC, ante una carga de nitrégeno) se difunde al citoplasma, .
estimulando la biosintesis de -pirimidinas. Como consecuencia:se:depleta ‘ef -
fosforiboxilpirofosfato (PRPP}, limitando e! flujo para la PRPP-orolatotransferasa,

lo que resulta "en “acumulacién de &cido - ordtico.  Cuando ' la: QOrotidina-"
monofosfatodecarboxilasa (OMP) es inhibida por el ribonucledtido de- oxnpurmol )
conduce a acumulacion. de -orotidina y - acido oréhco Esquema lomado de"‘ ¢
Brusilow y Horw:ch9 B




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Existen pacientes con SR en el INP que sean heterocigoto's‘par"é ia'f, .
deficiencia de OTC, estudiadas por medio de la prueba’de . reto con, .
alopurinol? .

¢ Existen . madres . de 'nifias con SR que sean’ heterocigotos . para da il
deficiencia de:OTC, estudladas por medno de” Ia prueba de reto -con v
alopurinot? ; ; RS o

JUSTIFICACION

El detectar a las pacientes heteroci'gbms‘ para 1a defi ciéh'cia'd"e OTC berd‘aile S
ofrecer un manejo lerapéutico coadyuvame ‘mediante ' la prescn cnon de i
dietas adecuadas y de medtcamentos especmcos

gdenéticos de la deficiencia de OTC omo ‘en la’ es‘andanzaclon de méfodos " -
para dlagnoshco de portadores que permlta hacer una deteccién’ oponuna,’
ewte consecuencras y pueda reducnr coslos . :



HIPOTESIS

Algunas pacientes con SR del INP son heteromgbtas parav Ia' deﬂcaencia de .
OTC , y esta deficiencia puede ser es!udlada por medlo de Ia prueba de reto
con- alopurlnol RSN ‘

Algunas de Ias madres de Ias pacnemes con SR del INP son helerocngotas; B
para la deficiencia de OTC y pueden ser detectadas por medlo de Ia prueba
de reto con alopurinol.. - :

OBJETIVOS

E! principal objetivo del presente: estudio es conocer, [os niveles.de écido’
ordtico urinarios antes y durante una prueba de reto con alopurlnol en las o
pacientes con SR del INP, i :

Conocer los nlveles urinarios d ido _orélico antes.y durante una prueba
de reto con alopurmol en las madres de las pacientes con SR del INP.": :

Detectar heterocngo ] p X
y-en sus _madres; - por- medlo ‘deZla observacnén de”: cambios en las’
,concentrac:ones del actdo orohco despues de la admlmstracton de una :
dosnsde alopunnol L s L

(1]



7.

: POBLACION,OBJETIVO

MATERIAL. Y METODO

7.1 SELECCION DE PACIENTES:

Se estudiaron a las todas las_pacientes' con’ diagnadstico. comprobado de -
Sindrome de Rett de} Servicio de Neurologia del INP.y a sus madres; previo
consentimiento - informado . (ANEXO..1).- Se 'deteminaron. niveles-de acido
orotico “en ‘orina-en' una. muestra; basal; previa a‘la toma de una“dosis:

" estandarizada de alopurmol (1 g/k para las’ mﬁas. dosis Unica 'y 300 mg
para las madres;. dosis unica en 4:muestras. de ‘orina posterlores a Ia
toma del medlcamento en'tiempos p mente establemdos T

Alta voluntana\ -



7.2 DISENO EXPERIMENTAL Y METODOLOGIA

A REALIZ{\CiO:N DEL ESTUDIO;

N urotogla a lodas Ias pamentes . :

pacientes que aceplaron ‘participar.en la’ prueba se les cné y se Ies internd
por 24 horas en el servicio de Nerologia.

1 |0 a sonda de Foley a las 7:00 hrs, y se les

tomé una muestra’deé orina basal. Inmediatamente después de colocada la

~ sonda,se admlnlslré ‘una dosis de ‘alopurinol calculada a 10 mg/kg dosis
Ginica“y> se:inicié una’ recolecmén ‘de orina de 24 horas, dividida en los
5|QU|entes mtervalos

MUESTRA : HORARIO TIEMPO EN HORAS POSTERIOR A
LA TOMA DE ALOPURINGCL

Muestra 0 de 07:00 hrs. Muestra basal

Muestra 1 de 08:00 hrs. & 14:00 hrs. 0-6

Muestra 2 de 14:00 hrs. a 20:00 hrs. 7-12

Muestra 3 de 20:00 hrs. a 02:00 hrs. 13-18

Muestra 4 de 02:00 hrs. 2 08:00 hrs. 19-24

Las muestras de orina fueron recolectadas en frascos de vidrio etiquetados,
indicando claramente la hora de la recoleccion, y fueron refrigeradas y
entregadas al finalizar la prueba, al laboratorio de Genética de la Nutricion del
tercer piso del INP en donde se almacenaron para su procesamlenlo enf”'
conjunto, con las demas muestras. :

Una vez terminada la recoleccion a las 8:00 horas del dia siguiente; se retiré ™~
la sonda de Foley y se envid la punta de dicha sonda a cultivo bacterioldgico -
para detectar oportunamente posibles complicaciones . infecciosas . ‘de:la " -
colocacion. - TR

Al terminar la recoleccion, la paciente fué egresada del Servicio, o continud
con sus estudios habituales. En caso de que la paciente se'internara por.otro
motivo, por ejemplo realizacion de tomografia axial computada o de resonancia
magnética nuclear, durante dicho internamiento se realizé el estudio, siempre
que este no interfiriera con ta prueba Si se interné por algin otro motivo, por
ejemplo infeccioso © quuurglco -no fué sometida al mismo tiempo a éste
protocolo.

12



2. Laprueba se realizd también en las madres de las pacnentes con SR con
las siguientes variaciones: E .

» No se colocé sonda de Foley
e  Se administré una dos:s unlca de alopurmol de 300 mg.

«  Se descarté previo al estudro Ia presenma de embarazo por la fecha
de ltima menstruacior Sy .

de la muestra fué exactamente el. mlsmo
as pacnenles con SR, al lgual que Ia entrega

« - El horario de recolecca
que se especifico pa

3. El estudio umcameme se llev cabo cuando los padres entendleron su.
fundamento y. estuvieron’ deacuerdo en'su reahzaclon prevua firma'de’ cana
de consennmlento (ANEXO 1) :

4, Tres dias antes de la reallzaclon de’ la prueba Ilevaron aldieta hbre de
xantinas y de conservadores alimenticios tales’ como &l benzoalo de’ sodio.
que pueden alterar la prueba, La dieta se les expllco personalmente a cada

madre y se le di6 un folleto mformatlvo con’los’ allmemos que. no debxan

colocaron en frascos de plastico reswlentes
procesaron por método colorlmetnco (ANEXO 3

consignados en una hoja espemal (ANEXO'. 4), y.1os. resultados se anotaron’
en su respectiva hoja de concentracmn de ‘datos (ANEXO 5)

7. El estudio fué realizado de igual forma en_los. grupos control El pnme
grupo control, fué de nifias sanas. El segundo grupo, control fué de’ mujeres_
adultas sanas, que se encontraban en‘los 10 primeros dias postenores asu:
fecha de ultima regla, a fin de descartar la posibilidad de ‘embarazo 'y evitar-~
la exposicién del embrién al alopurinol. El horario.de la: recoleccion yel
resto de la metodologia fué idéntico, incluyendo la toma de Ia dosns de
alopurinol. -




B.EQUIPO BASICO PARA CADA PRUEBA

a) Para cada p_aciente con SR:

-Un mortero.
“Una jeringa de 5 mi.

1 @mpula de agua estéril,

1 vasito de medicamentos.

1 Sonda de Foley nueva, estéril.
- Un par de guantes estériles. :

"1 frasco de agua estéril de 250 ml
Solucion jabonosa,
Torundas. . -
Gel lubricante..
Tela adhesiva.: : /; 3
Equipo para colocacion de Sonda de Foley

.5 frascos debidamente etiquetados para recoleccion de orina
‘10 frascos para separar las muesfras de orlna en el laboratono

c) Para cada nina’y para cada mujer adulta normal de! | grupo conlrol se utlhzo el
mismo: equipo’ basico;: exceptovla sonda de Foley, la cual fue: sushtmda por
frascos recolectores de orina’, RERRIS : o

c. #UEN'fEbE"ALopuRlNoL'

ZYLOPRIM tablelas para uso oral e
Presentacion de 100 mg Cédigo Wellcome U4A
Presentacion de 300 mg Codigo. Wellcome caQ.-
Fabrlcado por Burroughs Wellco d Mexlco z

D. ACTIVIDADE‘S‘QE CADA PARTICIPANTE: -

Este estudlo se reallzo en colaboracnon de Ios Serwcxos de Genetlca de la
Nutricién 'y - Neurologia® del Instltulo Nacxonal de Pedlatna y parttcnparon las
siguientes personas i



a) Medlco Neurologo

Fué el responsable de’ agrupar a las pacnentes con dlagnos!lco comprobado
de SR, y de natificar al Servicio de Genehca de la Nutricion el dia'y la hora en Ia :
cual Ia pamente se lnterno en su servici

pac:ente asi corho de la superwsnon de’la adecuada colocamon ‘de la sonda de
Foley y del envlo de la punta de dxcha sonda,’ despues de su retlro al servtcm de




Superviso el llenado adecuado de las ho;as de concentracwn de da(os y de
concentracion de resuitados. 8 Ny .

¢ Enfermera de Genética dela Nutncron .

Se encargd de vigilar la correcta recoleccron de'la orina'y notlr icd todos los S
probiemas que ocurrieron durante la mlsma . ol

Vigilé que los frascos fueran membretados correctamente, con el horarvo de B
recoleccion claramente especifi cado o

determinaciones posteriores.

Fué junto con el médico, la resp
concentracion de datos. S

d) Personal de! laboratorio de Genética de fa Nutncmn

Determind por métodos colonmelncos jos. mveles de acldo orohco en las
muestras de orina de fas pacientes y de sus madres. :

Se encargd de ilenar ia hoja de concentraclén de resultados
Notificé el arrivo correcto de las muestras.

Notific los resultados una vez obtenidos.

7.3. HOJA DE RECOLECGION DE DATOS (ANEXOS 4 Y 5).



8. CONSIDERACIONES ETICAS Y CARTA DE CONSENTIMIENTO
INFORMADO.

Se platicd ampliamente con los padres de las pacientes para que
comprendieran la complejidad etiologica de! Sindrome de Rett y lo importante
que es su estudio integral, incluyendo éstas consideraciones metabdlicas.

Se hizo especial incapié en los siguientes puntos:

«  El estudio no sera de utilidad directa para Ia paz‘:i'ehle' S

s La colocamon de la sonda unnana es molesta ‘yen. e aber alguna :

« Laaceptacion del estudio no condi |oda )
reciba en el Instituto Nacional de Pediatria.’.”




9. RESULTADOS
9.1. Descripcidén de la poblacién estudiada.

Por medio del servicio de Neurologia del Instituto Nacional de Pediatria, se
lograron captar para los fines de este estudio a cinco pacientes con diagnoéstico
comprobado de SR. Se estudiaron a 4 de las madres de dichas pacientes,
teniéndose que eliminar a una de ellas por sospecha de embarazo. Se realizé la
prueba en § nifias sanas y 4 mujeres adultas sanas.

El promedio de edad de cada uno de los grupos se sefala en la Tabla 3.

TABLA 3

EDAD DE LOS GRUPOS ESTUDIADOS

GRUPO EDAD (aitos)
Media Rango
NIELAS CON SR 6.8 (3-11)
NINAS SANAS 8.2 (5-12)
MADRES DE NINAS CON SR 33.25 (26 - 40)

ADULTAS SANAS 33.0 {24 - 39)

9.2. Excrecion urinaria de cido orético

Los valores de excrecion urinaria de acxdo orético, de ni ,mu;eres sanas, :
) 4

Las concentraciones de acldo
por mg de creatinina (uglmg Cr

posterior al reto




El patrén de excrecion de acido orético durante la recoleccién urinaria de 24
horas, se muestra en las Figuras Sy 6.

En la Figura 5 se observan las distintas tendencias de la curva del grupo de
nifias sanas y del de nifias SR; en el primer grupo se observa que inicia el pico
de excrecion entre las 7 y las 12 horas, y decae a valores basales a las 19-24
horas. En cambio, en las nifias SR, la excrecion de acido orético muestra una
curva ascendente con los valores maximos presentes hasta el ultimo periodo de
recoleccion realizado (19 a 24 horas posteriores a la toma del medicamento).

Los valores promedio de la excrecion de acido ordtico entre los grupos de
nifias sanas y nifas con SR son estadisticamente diferentes (p<0.05) mediante
prueba de 't" para dos colas, calculada mediante la férmula:

= = {n1-1) S4?+{n2-1) S22
t= lslp i lol_i Sp*= ne¥nz-
mm

En la Figura 6 se puede ver el patron de excrecién en las mujeres sanas y en
las madres de las pacientes SR, ambos grupos muestran una tendencia similar, a
pesar de que los valores basales e iniciales posteriores al reto son mayores en
las madres de pacientes SR que en las mujeres sanas, a lo largo de la prueba se
invierte este patron y los valores maximos se presentan en el grupo de mujeres
sanas. Los valores maximos se alcanzaron en las primeras 12 horas (igual-que
las nifias sanas), para caer paulatinamente en las siguientes horas de la
recoleccion. ’ o



TABLA 4

PRUEBA DE RETO CON ALOPURINOL
ACIDO OROTICO EN ORINA DE NINAS SANAS

REGISTRO BASAL ORINA 1 ORINA 2 ORINA 3 ORINA 4
-{.03. BMA 0.5 2.57 3.2 1.87 1.43
04, NVA 0.33 0.930 2.25 0.93 0.25
05, NG 337 20.16 35 .5 4.7
08, CAH 0.346 4.8 6.18 .0 0.70
07. _BVM 26 4. 8.7 .4 2.4
Media +DE 1.42 $1.29 6.6716.9 6.76 44.06 | 3.3442.19 1.89 +1.57
Error estandar de 1a media 0.58 3.09 1.81 098 0.70
Concentracién de acido ordtico expresada en pg/mg.de crealinina
TABLA §
PRUEBA DE RETO CON ALOPURINOL
ACIDO OROTICO EN ORINA DE MUJERES ADULTAS SANAS
REGISTRO BASAL ORINA 1 ORINA 2 ORINA 3 ORINA 4
01. _ VAM 0.348 0.90 0.283 0.283 0.264
02. CAl 0.250 14 1.4 4.5 38
08. AE 1.47 185 55 78 3.48
09. JSC 1.02 1.54 6.1 7.6 40
Media + D.E. 0.770.50 | 1.3710.28 582139 5.07+3.06 | 2.88 £1.52
Ecror estandar de la media 0.25 0.14 1.96 1.53 0.76
Concentracion de acido orético expresada en pg/mg.de creatinina
TABLA 6
PRUEBA DE RETO CON ALOPURINOL
ACIDO OROTICO EN ORINA DE PACIENTES CON SR
REGISTRO BASAL ORINA 1 ORINA 2 ORINA 3 ORINA 4
01.  BMAA 327 14.0 9.4 10.7 7.0
02, LMA 6.8 13.2 108 12.7 7.34
05, RHS 2.45 128 8.84 20.1 35.8
07, BGA 0.89 4.9 86 52 5.0
09. FV 10 52 4.4 4.0 20
Media +DE 28421 771150 7961220 | 10.5445.78 | 11421233
Emor estandar de la media 0.94 224 0.98 2.58 5.51

Concentracion de acido ordtico expresada en pg/mg.de creatinina
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TABLA 7

PRUEBA DE RETO CON ALOPURINOL

ACIDO OROTICO EN ORINA DE MADRES DE NINAS SR

REGISTRO BASAL ORINA 1 ORINA 2 ORINA 3 ORINA 4
03. MA 5.6 11.57 6.17 4.9 7.58
06. RHS 0.0 0.71 23 0.82 1.16
08. BGA 2.0 0.8 3 0.87 0.64
10. FV 1.2 0.8 3.0 2.17 0.89
Media +D.E. 2.212.0 3491466 | 3.1911.82 2.19+1.65 | 2.561289
Ermor estandar de la media 1.04 233 0.91 0.82 1.44

Concentracion de &cido ordtico expresada en pg/mg.de creatinina

TABLA B

EXCRECION URINARIA PROMEDIO DE ACIDO OROTICO EN NINAS Y MUJERES
SANAS, EN PACIENTES SR Y SUS MADRES

MUESTRA Promedio y Niflas sanas | Mujeres sanas Ninas SR Madres SR
rango n=5 n=4 n=5 n=4
BASAL x ¢ DE 142+1.29 0.77 +0.50 28+2.1 22+20
Rango 0.33-337 0.25-1.47 0.89-6.8 0.0-56
1 xtOE 667 +6.9 1.37+£0.28 7.71%50 3491466
Rango 0.93 - 20.16 0.80-1.65 4.9-14.0 0.76 - 11.57
2 x4 DE 6.76 + 4.06 582+3.9 7.96 +2.20 3.19+1.82
Rango 3.2-13.15 028-11.4 4.4-108 13-6.17
3 x2DE 3.34+2.19 5.07 +3.06 10.54 +5.78 2.19+165 |
Rango 093-6.5 028-79 4.0 -20.1 0.82-4.9
4 x$DE 1.89 + 1.57 2.88+1.52 11.42 + 12.33 2.56 +2.89
Rango 0.25-4.7 0.26 - 4.0 2.2-358 0.64 - 7.58

Concentracion de acido orético expresada en pg/mg.de creatinina

Los valores promedios de la excrecion urinaria de Acido ordtico en los grupos
de mujeres sanas y de madres de pacientes con SR no son estadisticamente
diferentes mediante la misma prueba estadistica realizada para l0s otros grupos
antes analizados.

o



FIGURA 5

EXCRECION DE ACIDO OROT)CO EN NINAS SANAS Y NINAS CON SR
DURANTE LA PRUEBA DE RETO CON: ALOPURINOL
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0 Basol 0-6 7-12 13-18 19-24
Horas después de to odministraciéon de alopurinol

+ Error ‘Estandar de la_media

ACIDO ORQTICO (ug/mg creatinina)
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FIGURA 6

EXCRECION DE ACIDO OROTICO EN MUJERES SANA'S> Y' MADRES l_)E NINAS SR
DURANTE LA PRUEBA DE RETO CON ALOPURINOL
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9.3. Deteccidon de heterocigotos de deficiencia de OTC.

Los valores positivos para esta prueba, fueron previamente establecidos como
iguales o mayores a 3 desviaciones estandar del valor promedio poblacional
normal, que corresponde a un valor 218.15 pg/mg Cr en la muestra
correspondiente a 13-18 horas después de la ingesta de la dosis.

En el grupo control de nifias, solo una (NG) mostré una curva positiva con un
valor de 20.16 pg/mg Cr durante fa primera muestra después de la dosis de
alopurinol, normalizéndose a partir de las siguientes muestras.

Ninguna de las madres que se sometieron al estudio presentd un patrén de
excrecion de dcido orético que fas hiciera ser diagnosticadas como heterocigotos
para la deficiencia de OTC.

9.4. Reporte de efectos ante la toma del alopurinol.
De las 18 nifias y mujeres que recibieron el medicamento, ninguna repoﬂé

molestia alguna o efectos colaterales. Los cultivos de las 5 sondas de Foley,
después de la prueba resultaron negativos.
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10. DISCUSION

En mi primera hipétesis, postulé la posibilidad de que algunos pacientes con
SR son homocigotos para la deficiencia de OTC y que este estado puede ser
detectado mediante la prueba de reto con alopurinol. Los resultados apoyan esta
hipétesis. Existe una clara diferencia en el patron de excrecion urinaria de acido
ordtico entre las pacientes con SR y los demas grupos estudiados. Estas
diferencias son patentes desde la muestra de orina basal, la cual en las nifias SR
es, en promedio, 2 veces mayor que en las nifias sanas; las diferencias se
atenuan en las primeras 12 horas de la recoieccion, sin embargo a parlir de las
13 horas posteriores a la toma del medicamento, se ve una marcada diferencia
entre los dos grupos comparados: mientras que las nifias sanas muestran
valores cada vez menores y muy cercanos a los basales, las nifias SR muestran
elevacion progresiva y persistente de la aciduria ordtica. A pesar de este
comportamiento, soélo una de las pacientes RHS con SR presentd niveles
anormales de acido orolico que la diagnostican como heterocigoto para la
deficiencia de OTC.

Los resultados encontrados en la presente investigacion apoyan nuestra
hipétesis inicial sobre la presencia de heterocigotos para la deficiencia de OTC
dentro de la poblacion de pacientes con SR. La paciente RHS, presenté una
curva de excrecion completamente diferente a todas las de los demas sujetos .
estudiados, y con base en este resultado se ie debe realizar estudio enzimatico: :
de actividad de OTC para determinar el grado de la deficiencia que presenta 0,
bien, realizar estudio genético molecular.

El resultado positivo de la nifia control no se comporté igual que
puesto que solo tuvo un valor positivo a lo largo de_la: recolec
paciente debe repetirse la prueba de reto con alopurmo :
posibilidad de algtin error en la recoleccién.: En caso_de que su curva; contmue o
siendo anormal, se debera considerar la reallzamon de ensay ‘en nméllco y de ;
biologia molecular. :

encontramos ninguna heterocigota dentro del grupo estudiado.A diferencia de lo
esperado, la madre de la paciente SR que resulto " positiva; para:la prueba,
presenta valores muy bajos de &cido ordtico desde.la muestra:basal ' y-no
presenté elevacion signiticativa posterior al reto con el alopurinol. Si-bien el
resultado mas esperado en una enfermedad recesiva ligada al cromosoma X es
que la madre de una portadora también lo sea, explicando asi la procedencia de
la mutacion, en el caso de la deficiencia de OTC, esto.no es la regla. Las
mutaciones en este locus son frecuentemente mutaciones de novo, es decir que
ocurren por primera vez en un cromosoma X del gameto que contribuye a la
formulacién del producto.
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Si bien la excrecién urinaria de acido’ orohco &5 un buen mdlcador en el
diagnéstico de heterocigotos para la deficiencia’ de OTC, exlsten estudios'® que
sugieren que la medicion de orotidina ofrece mayor sen5|b|hdad y especmmdad .
Las razones por las que decidi utifizar los niveles urinarios de “&cido ‘orético como
indicador dignostico fueron en primer lugar; la’ vahdacaon prevua ‘de su uso para el
dignéstico de heterocigotos para la’ deflmencna de OTC En’ segundo lugar fué el
hecho de que la determinacion urinaria de amdo' ico ‘es una técnica rutinaria
en nuestro laboratoric, mientras que la determmam de,‘orotldma requiere de
procedimientos mas caros y elaborados y: aun: nc entra disponible en
México. R

El empleo de los niveles urinarios de acido orético requiere’la observacién

cuidadosa de tres variables agregadas..La primera es:la’ pombnlldad de falsos - .

positivos que pueden deberse a deflc«encua nutncmnal,de arginina, “nutricion =%
parenteral total, ayuno prolongado, anemia; megaloblasu fhepatocarcmoma Yol
embarazo. En segundo lugar, y dado que se trata: d na:prueba’ colonm ica, . -
debe consndererse Ia mterferenma de otras sustanmas talescomo’ caro nos'y:

pacientes estudiadas no . fué necesarioh
diferencia entre el grupo y la paciente RHS.

q L
codifica en el cromosoma X y.que se expresa unlcamente n.el hlgado y.en'el e

mtestmo delgado8 Las consecuencias fenotipicas de las muta
de:la,OTC :varian, En"pacientes del sexo mascullno ‘que:
cromosoma X;'y por lo tanto no cuentan con una copia normal adicional de este-
gen, suele ‘expresarse clinicamente como coma hlperamonemlco ‘que conduce a
la ‘muerte “en el periodo neonatal. Existen también ‘en:pacientes - del - sexo
masculino, formas moderadas del padecimiento que se presen(an en la infancia.
o enla edad adulta y que probablemente son’- consecuencia  de " la
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heterogeneidad de las mutaciones de dicho locus!®. Estos pacientes pueden
presentar diversos grados de retraso mental, comportamiento bizarro y episodios
de hiperamonemia. En las mujeres, que cuentan con dos cromosomas X, cuando
uno de los locus de OTC se encuentra mutado (heterocigotos), la copia normal,
presente en algunas células del organismo, hacen que sus manifestaciones
clinicas sean similares a las formas de deficiencia moderada en tos hombres.

Esto Uitimo se explica por medio de la hipétesis de Lyon!®, en la cual se .
postula que en las ceélulas somaticas de las mujeres, solo uno de los
cromosomas X se encuentra activo. El segundo cromosoma X se encuentra
condensado e inactivo y aparece como cromatina sexual en la interfase celular.

La inativacién de este cromosoma X ocurre en fases muy tempranas de la
vida embrionaria, y el cromosoma que se inactiva puede ser de origen paterno o
de origen materno en diferentes células del mismo individuo, sin :embargo -
después de que se "decide" que cromosoma X se .inactiva en una célula
particular, la descendencia celular (clonas) ' inactiva " siempre el “mismo
cromosoma X, esto es en otras palabras, la inactivacion es aleatoria pero fija. * *

Si bien-nuestros resultados no pretenden exphcar una unica causa del SR,

son importantes puesto que al menos en una paciente ‘que cuenta:con dicho ;-

diagnéstico se encontraron anomalias bioquimicas = sugestivas : de’ defecto’:
metabdélico genético subyacente, que puede ser parte de la causa de su fenotipo
neurolégico y que debe corroborarse lo antes posible mediante; las’ técnlcas s

adecuadas. Estos resultados son concordantes con los -informados’ por otros: P

autores20, en los que se apoya la presencia de disfuncion deI cu:lo de la'urea en"‘_,‘ ;
pacientes con SR. : P

La muestra de pacientes del presente estudio es pequena ,anto en et ar po,

de pacientes como en el grupo control, sin embargo dados:|os: patrones tan .

diferentes de excrecion urinaria de &cido orético que apoyan .
defectos del ciclo de la urea, es fundamental continuar: reahzado este tipo de’.
pruebas tanto en pacientes con SR como en pacientes queicursen con otros‘
padecimientos en los que se sospechen estos errores melabéltcos

Considero que los resultados’ obtemdos son. |mportantes para el estudlofif

integral de las pacientes con SRy que todas aquellas pacientes que lleguen a
nuestro hospital con dicho dlagnosuco deben ser sometidas a la prueba de reto
con alopurinol, la cual es sencilla, lnocua y muy informativa.
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11. CONCLUSIONES

1. Se cumplio con el principal objetivo del trabajo, el cual fué conocer los.
niveles de acido orético urinarios antes y despues de la toma de alopurlnol
en las pacientes con SR y sus madres

2. El patron de excrecion de amdo orotlc urinario zes sngnlflcatlvamente
diferente en el grupo de pacnentes con SR que en el grupo de nifas sanas.’

inol-se deteclo una paciente con FSR‘ N

que liene ewdencna bioquimica de su ‘heterocigoto de OTC.

4. . En este estudto concluimos'que la prueba de reto con alopurmol es util para
detectar- pacientes:con acrdurla orotlca que en muestras de onna basal ne
. muestran alteracmn alguna ; .
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ANEXO 1

DETECCION DE DEFICIENCIA DE ORNITINA TRANSCARBAMILASA (OTC) EN
PACIENTES CON SINDROME DE RETT Y SUS MADRES,

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

El Dr. (a) me ha explicado con claridad para que
sirve la di deh igotos para la deficiencia de OTC. Me ha explicado que los ricsgos de
éste estudio son minimos, y que cstan dos con las molestias y complicaci que pudicra
causar la colocacién de una sonda unnana para reoolccclon En caso dc presentar comphmcnoncs,
éstas pucden ser ficil d y sol das con un > ad > ya que se

vngllam quc no haya crccxmlenm bacteriano en dicha sonda.

- Me han dicho quc ‘el cstudlo tcndra una duracnén de 24 horas duranlc las cualcs cslar'r,
mtcmada ml hua : . i :

Tamblcn sc mc hn phcado quc éstc cstudlo no bcnel' iciard dlrcczamcntc ami hua, pero los +
cunoc:mlcntos que de el s¢ oblengan podmn servir para un mcjor tratamicnto de la‘enfermedad .

estudio y que la atencion que reciba no estard’s ol Jic
retirar a mi hua dcl cs(udlo 51 asi | idero pertinent

me: fue cxphcado enpalabeas: sencillas laras 'y - contestaron ‘a - mi cnlcrn’ i
snusf‘acclon las dudas que mamf'cslc Por cslo accpm quc mi hija pamclpe cn )

: Méxicg. DF. a

¥ FIRMA DEL, PADRE O MADRE

TUUESTIGO
' NOMBRE ¥ FIRMA

DIRECCION, = o o o & DIRECCION_.

TESTIGO
 NOMBRE Y FIRMA
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ANEXOQ 2

DIETA PREVIA AL ESTUDIO, SIN XANTINAS, RICA EN PROTEINAS, LIBRE
ENLIQUIDOS Y CALORIAS.

1. Esta dieta debe ser llevada fanto por la paciente con Sindrome de Rett
como por las madres de pacientes con dicho sindrome, asi como por las

personas voluntarias (nifas y adultas) que participen en el estudlo Estav» ao

dieta se realiza durante 2 dias previos a la prueba.

2. Una vez terminada la recoleccion de orina, se debe regresar a: la dueta
habitual. :

3. Los alimentos que NO DEBE CONSUMIR son los :siguiéntes

- Té negro, café, refrescos de cola (pepsicola, cocacola etc
- Jamon, salchichas, tocino, chorizo, -salami, ;amon serrano,- mortadela.‘
chuletas ahumadas y otros embutidos o allmentos de salcl chonerl :

-~  Alimentos enlatados
- Alimentos con conservadores artificiales (Benzo
conservas de frutas y verduras.

- Pan de caja (Bimbo, Wonder, etc.)

-  Betabel y zanahorias.

e‘ “OdIO) ppr gjempild;

PUEDE COMER LIBREMENTE:

Todos los alimentos que no estan mencnonados en -lista’ anterior,” es"decir:
puede comer sopa ( de pasta, de verduras,-elc), arroz,’ fruoles “bolillos; tomllas, o
verduras crudas o cocidas, frulas crudas o cocidas, carne res o'de. cerdo.

pollo, pescado, gelatina, azucar, flan dulces !

Debe comer alimentos ricos en protemas tales como_huevo, e he,
pescado, al menos una racién de
(desayuno, comida y cena).

cada comlda -

Puede tomar todos los liquidos que desee s:empre que no esten mencmnados
en |a lista previa. : : : :

ollo, carne y; :



ANEXO 3

TECNICA DE CUANTIFICACION DE ACIDO OROTICO EN ORINA'E

Este procedimiento utiliza columnas de intercambio catidnico para remover
compuestos que pudieran interferir (como la histidina) y dar falsas elevaciones
de acido ordtico.

REACTIVOS:

1. - Acxdo ascorblco al 5% (peso/voltimen) { 0.5 g en 10 m! de agua destllada)
Se prepara fresco antes de usarse.

estable ‘a4 grados centigrados " por. 4 meses Sens:ble ‘a:
almacenarse en botella ambar. (2 Sg en 100 m|

6. Agua bromada saturada. debe almacena
desprende vapores téxicos. Afiadir 3mi:d ¥
estable a temperatura ambiente mlentras A
frasco. A

7. Columnas de croma(ograﬁa Bno Rad Po
Catalogo 731-6214. R i
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10.
11:
12.

13.

PROCEDIMIENTO:

Para el estandar. Utilizar 0.5ml de solucion de 10ug/ m! de acido orético.
Para la muestra: utilizar 0.5 mi de orina para creatininas > 6 mg/dl.
Utilizar 1.0 ml de orina para creatininas < 6 mg/dl.

Preparar las columnas frescas antes de utilizarlas. Destapar (arriba y abajo)
las columnas para permitir que drenen. Lavar lentamente agregando 0.5 mi
de agua destilada.

Prepare el acido ascorbico y deja mezclando mientras se realizan los pasos
anteriores.

Acidificar la orina a pH 2-3 con HCI 5 M. Pruebe el pH con ura reactlva

Se pipetea cuidadosamente cada muestra de orina y el estandar en Ias o
columnas frescas lavadas, ‘sin ‘movilizar ‘la resma' S N
colecta e! eluido en un tubo de16*100 m

En /a campana aflada 05ml de agua bromada todos™ os' tub05'
colocandose en el vortex conforme se anade el agua bromada

Después de 5 minutos, se agregan 0.5 ml de acido ascorblco a los tubos

muestra, se colocan en el vértex después de cada adicion. Los tubos deben
tornarse claros, si no, debe de repetirse la prueba con reactivos nuevos,” -~
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14, Se dejan reposar por 3 a 5 minutos, y se afiade después 1.0 de reactivo de
Erlich a cada tubo y se mezcla.

15. Se dejan reposar por | hora a temperatura ambiente.

16. Se realiza la lectura de los tubos a 480 nm. Se mantienen estables por 5
horas, pero mientras mas pronta sea fa lectura, es mejor. .

CALCULOS:
La cantidad de acido orético se calcula asi:
((A - B)/C *(D)* 10/, rhg Cr )*E = ng acido ordtico/ml de orina.
En donde Aes la densndad ophca de la muestra, B es la densidad éptica del tubo

blanco, C es la densidad éptica del estandar, D es la concentracién del estandar
yEesel faqtor dqd:lucnon



ANEXO 4

DETECCION DE DEFICIENCIA DE ORNITINA TRANSCARBAMILASA (OTC)
EN PACIENTES CON SINDROME DE RETT Y SUS MADRES.

HOJA DE CONCENTRACION DE DATOS:

NOMBRE DEL PACIENTE:

EDAD CREGINP____ CAMA___

FECHA DE REALIZACION DEL ESTUDIO:

ANTECEDENTES DE LA'MADRE:

Nombre del medicamento

Nombre del medi

Nombre dl medi
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REALIZACION DE LA PRUEBA:

TIEMPO 0

Hora:_ =

Obscr

Pﬁmcﬁfl
Hora de inicio: - " *
Obscrvaci 50

TIEMPO2: -

< da recol
Hora de inicio:_

Observaci

TIEMPO 3

Tercera

NOMBRES DE LOS R
SERVICIO.

NEUROLOGIA

U.GENETICA NUTRICION:
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ANEXO §

DETECCION DE DEFICIENCIA DE ORNITINA TRANSCARBAMILASA (OTC)
EN PACIENTES CON SINDROME DE RETT Y SUS MADRES.

HOJA DE CONCENTRACION DE RESULTADOS

— RESULTADO D E ACIDO OROTICO
CLAVE REGISTRO ORINA ORINA ORINA ORINA ORINA OBSERVA-
PROTOCOLO INP BASAL TIEMPO | | TIEMPO2 | TIEMPO3 } TIEMPO4 CIONES
01
[124
03
04
(]
[
07
08
09
I
!
2
3
4
5
6
7

19

20

2

2

23

24

25

26

27

2

10
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