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ABREVIATURAS

EIM Errores innatos del metabolismo
EMH Errores metabolicos hereditarios
AOT Ornitina 8-aminotransferasa

CBS Cistationina B-sintasa

MTHFR Metilentetrahidrofolato reductasa
SAM S-adenosilmetionina

THF Tetrahidrofurano

ACN Acetonitrilo

OPA O-ftaldehido

DTE Ditioeritritol

UGN Unidad de genética de la nutricion
INP Instituto nacional de pediatria
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RESUMEN

La ornitina, y la homocisteina son utilizados como biomarcadores de
errores innatos del metabolismo con implicaciones oftalmoldgicas

como la atrofia girata y la homocistinuria, respectivamente.

La elevacion de los niveles plasmaticos de ornitina se debe a un
bloqueo metabdlico en la enzima ornitina aminotransferasa (OAT),
dando como consecuencia la atrofia girata de coroide y retina,
enfermedad metabdlica hereditaria que se caracteriza basicamente
por la disminucién progresiva de la visidn. Por otra parte, la elevacién
de los niveles plasmaticos de la homocisteina debido a un trastorno
metabdlico hereditario denominado hiperhomocistinemia se origina
por la deficiencia enzimatica de la enzima CBS y de la enzima MTHFR
principalmente; sin embargo, pueden estar implicadas otras enzimas
del metabolismo de la metionina. La homocistinuria clasica es el EIM
en el que se observa mayormente manifestaciones clinicas a nivel
oftdlmico, los pacientes presenta miopia, sin embargo, como
bioindicador caracteristico se observa la dislocacién del cristalino lo

que ocasiona perdida de la nitidez.

En este trabajo, se cuantificaron estos biomarcadores en el plasma de
pacientes remitidos a la Unidad de Genética de la Nutricion INP-IIB,
que presentaron sospecha diagndstica de atrofia girata e
hiperhomocistinemia, la cuantificacion se realizé mediante la técnica

de HPLC fase reversa.



INTRODUCCION
Biomarcadores.

Los biomarcadores se definen como wuna respuesta medible
objetivamente y evaluada como un indicador de procesos bioldgicos
(bioindicador) normales, patogénicos o debido a respuesta

farmacoldgica debido a intervencién terapéutica (Lewin 2004).

Un biomarcador se considera como tal si: se mide mediante sistemas
analiticos bien establecidos y si existe base cientifica de que la presencia
de este es determinante en los resultados de los procesos fisioldgicos,
toxicoldgicos, clinicos, patolégicos, farmacoldgicos o clinicos a prueba
(Lewin 2004).

En algunos casos los biomarcadores tienen el potencial de ser usados
como dispositivos de diagnostico o prondstico (Lewin 2004), debido a su
alta especificidad y sensibilidad como indicadores de enfermedad
(Bethesa group 2001).

Los cambios en las concentraciones intracelulares de metabolitos
pueden revelar fenotipos de proteinas (Lewin 2004), la cuantificacion de
los metabolitos biomarcadores ayudan a relacionar los efectos del
metabolito y caminos celulares con las respuestas clinicas o el estado de
salud del paciente (Bethesa group 2001). En los ultimos afos los
biomarcadores han sido muy utilizados como herramienta de
investigacion en el monitoreo y evaluacion ambiental, procesos
metabdlicos, sustancias de abuso, desordenes psiquiatricos,
epidemiologia, exposicion a sustancias toxicas, desarrollo de lineas

celulares, etc. (Melancon 1995).



Errores Innatos del Metabolismo (EIM): Implicaciones Oftalmicas.

El ojo humano es un dérgano complejo altamente especializado, las
posibles causas de atrofia ocular van desde traumatismo, a deficiencias
nutricionales (como B12 o acido félico), toxicidad (como etambutol o
cianida) hasta enfermedades metabdlicas hereditarias (EMH) (Huizing
2005).

Las manifestaciones oculares ocupan el 4° lugar entre los sistemas mas
comunmente afectados en las EMH (Costa 1985) y se asocian
generalmente con la formacion de productos téxicos o bien por la
acumulacion de metabolitos normales que a elevadas concentraciones
resultan dafinos para el ojo o alguno de sus componentes (Poll-The
2003).

Los fundamentos bioquimicos de los EIM son muy variados asi como las
manifestaciones, la severidad de los cuadros y el tratamiento, razén por
la cual en el presente trabajo solo abordara la atrofia girata y la

homocistinuria.

La atrofia girata y homocistinuria son clasificadas como atrofias dpticas
secundarias debido a que el defecto genético afecta primero a las rutas
metabdlicas, a diversas células u érganos antes que el nervio dptico. El
dafo del nervio Optico ocurre secundariamente a estos cambios
patologicos, que incluyen la acumulacién o formacién de intermediarios
daninos (Huizing 2005).



Atrofia girata.

La atrofia girata es un error innato del metabolismo con herencia
autosomica recesiva (Barrett 1987, Kaiser-Kupfer 2004), el defecto
primario es la deficiencia de la enzima (OAT) (EC 2.6.1.13), (Valle 1977,
Shih 2000), lo que provoca la elevacién de ornitina en plasma y otros
liguidos bioldgicos, este aspecto bioguimico fue reportado por primera

vez por Simelly colaboradores en 1973.

La atrofia girata es una enfermedad degenerativa muy poco frecuente,
existen cerca de 150 casos bioguimicamente confirmados reportados en
la literatura (Valle 2001), siendo particularmente frecuente en Finlandia
(Sipila 1979, Valle 1983).

El primer reporte esta enfermedad fue realizado por Jacobsohn en 1888,
quién describe manchas en forma de racimos de uvas que invaden la
superficie ocular de manera progresiva; se reporto como un caso atipico
de retinitis pigmentosa, fueron Cutler y Fuchs en 1895 y 1896 los

primeros oftalmologos en diferenciar esta enfermedad (Valle 2001).

La historia clinica de la atrofia girata inicia usualmente a finales de la
primer década de vida con ceguera nocturna y miopia severa,
acompanada por atrofia corioretinal con areas circulares perfectamente
definidas (Shih 2000), estas areas atroficas se observan en la periferia
de la retina y con el tiempo las lesiones se incrementan en tamano y
numero, culminando en ceguera entre los 20 y 50 afos (Ahmet 2006,
Kaiser-Kupfer 2002).



Metabolismo de la ornitina.

La L-Ornitina es un aminoacido dibasico no proteico el cual tiene un
importante rol en el metabolismos de la urea, creatina y poliaminas;
ademas esta estrechamente relacionada con la ruta de sintesis de la
prolina y el intercambio de moléculas entre el ciclo de la urea de de los

acidos tricarboxilicos (Valle 2001).

La mayor fuente es la arginina proteica proveniente de la dieta, los
atomos de carbono de esta se incluyen en las proteinas como arginina,
prolina, glutamato, «a-cetoglutarato derivado de aminoacidos no
esenciales, por la conversion de poliaminas y GABA y por la oxidacion en

el ciclo de los acidos tricarboxilicos (Fernandes 2000).

NH2

NH2 H
COOH

Figura 1. Molécula de la ornitina NHz-CH>-CH>-CH2-CH-(NH3) COOH

La ornitina es sustrato o producto de 5 enzimas y un transportador
mitocondrial. Su metabolismo lo podemos dividir en cuatro secciones:
ciclo de la urea, biosintesis de poliaminas, sintesis de creatina y reaccion
de la OAT (figura 2) (Valle 2001).

La OAT es una transaminasa dependiente de piridoxal fosfato, el cual
proviene de la vitamina Be (piridoxina), se expresa en la matriz
mitocondrial (Fernandes 2000) de los principalmente en higado,
fibroblastos, linfocitos, el locus del gen se localiza en brazo largo del
cromosoma 10 (10g26) y se han identificado mas de 60 mutaciones

causantes de la enfermedad (Valle 2001).



La OAT cataliza la transaminacién de la ornitina y o-cetoglutarato a -

glutamilsemialdehido y pirrolina-5-carboxilato (Valle 2001).

Figura 2. Ruta metabdlica de la ornitina (Valle 2001).
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ARGSUCC=4acido argnino succinico, CAP=carbamilfosfato;
P5C=pirrolina-5-carboxilato; AdoMet=S-denosilmetionina;

BH4 =tetrahidrobiopterina; NO=06xido nitroso; CITRU=citrulina.



Manejo Clinico.

La terapéutica consiste en restriccion de la ingesta de arginina
proveniente de la proteina de la dieta (Kaiser-Kupfer 1980, Valle 1980).
Una dieta baja en proteina puede disminuir la progresiéon de la
enfermedad (Kaiser-Kupfer 2004 y Santinelli 2004), sin embargo,
existen reportes contradictorios, en parte por la dificultad de evaluar las
terapias para enfermedades raras y de lento progreso, asi como la
variabilidad genotipica y la edad de inicio del tratamiento (Kaiser-Kupfer
2002).

Se ha observado también la estimulacidon de la actividad residual de la
AOT mediante la administracion de dosis farmacoldgicas de piridoxal
fosfato (500-1000 mg/dia) (Shenoi 2001 y Bhaduri 2002).



Homocistinuria.

La homocistinuria clasica es la forma homocigota de Ila
hiperhomocistinemia, es una enfermedad metabdlica hereditaria de
caracter autosdmico recesivo, resultado de la deficiencia enzimatica de
la CBS (Matadamas 2003), su frecuencia en recién nacidos es de
1:200,000 (Matadamas 2003 y Refsum 2004) con una alta prevalencia

en Irlanda y en Nuevo sur de Gales (Refsum 2004).

La homocistinuria se caracteriza por la elevacién significativa en los
niveles de homocisteina plasmatica y urinaria (Lens 2004, Mudd 2001),
esta elevacién se da por el reciclamiento de la homocisteina a metionina
través de la metionina sintasa (Aleman 2001), a nivel oftalmico provoca
la oclusion de la arteria y vena retiniana, ocasionando visidon borrosa o

perdida de la vision en forma subita (Mudd 2001).

El bioindicador oftalmico caracteristico de homocistinuria clasica es la
dislocacion del cristalino (Andria 2000, Refsum 2004, Mudd 2001) el
90% de los pacientes desarrollan esta patologia (Poll-The 2003) la cual
implica perdida de la nitidez de las imagenes y miopia progresiva
(Andria 2000, Refsum 2004, Mudd 2001).

Los primero reportes de pacientes con homocisteina en orina fueron
reportados en 1962. Posteriormente en un espacio de 2 a 3 ahos, se
descubrieron mas casos con las manifestaciones clinicas principales de
la homocistinuria, y se demostréo que la deficiencia de la enzima CBS
(Mudd 2001).



Metabolismo de la homocisteina.

La homocisteina es un aminoacido azufrado no proteico y es el producto

intermedio del metabolismo de la metionina y la cistina.

HS NH2

H
COOH

Figura 3. Molécula de la homocisteina H-S-CH,-CH>-CH-(NH3) COOH

La homocisteina se sintetiza en el organismo a partir de la metionina. La
metionina es la principal fuente de los iones sulfuro de las proteinas y
aminoacido esencial precursor y componente de péptidos y proteinas,
desempefia una importante funcién metabdlica al participar en un

sistema de transferencia de grupos metilos (Durand 2001).
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La homocisteina formada es metabolizada por dos posibles vias: a) la via de la transulfuracion mediante la

cual es catabolizada a cistationina y b) la via de la remetilacion en la cual es remetilada a metionina
(Hoffer 2004).
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En el metabolismo de la homocisteina la mayor alternativa de
metilacion es la condensacién de esta con serina para formar
cistationina. Esta reaccién es catalizada por la CBS, una enzima
dependiente piridoxal 5'-fosfato, que se expresa en fibroblasto de

piel, hepatocitos y linfocitos (Mudd 2001).

o - Metionina
Metionina sintasa
. , -2H h . .
Homocisteina " homocistina
+2H
H20 Serina Cisteina

R _, mm CBS Il

Cistationina

Cistationina vy
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NH2
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Figura 6. Bloqueo metabdlico por la enzima CBS Gl

El gen de la CBS ha sido localizado en el cromosoma 21 (21g22.3) y
se han descrito mas de 60 mutaciones del gen. Las modificaciones
mas frecuentes son isoleucina por triptéfano en la posicién 278, y

glicina por serina en la posicion 307 (Matadamas 2003).



Defecto Homocisteina Metionina Gen codificante

Deficiencia de CBS 21 (mas de 60
(homocistinuria clasica) T T T T T T mutaciones*)

(*sin sentido, deleciones e inserciones)
Manejo clinico.

La terapéutica homocistinuria consiste en una dieta restringida en
cereales y proteina animal debido a su alto contenido de aminoacidos
azufrados (Aleman 2001), lo que puede disminuir la progresion de la
enfermedad, ademas de la suplementacion de la dieta con altas dosis
de piridoxina principalmente (Andria 2000 y Matadamas 2003) ya que
se ha demostrado una asociacion no lineal e inversa entre la
concentracién de homocisteina y este cofactor (Matadamas 2003). En
1967 Barber y Spaeth reportaron 3 pacientes con deficiencia de la
CBS quienes respondieron a altas dosis de piridoxina (250-500
mg/dia), lo que permitié que disminuyeran los niveles plasmaticos de
metionina a niveles normales y virtualmente la desaparicion de

homocisteina en plasma y orina (Clayton 2006).




JUSTIFICACION

La atrofia girata de coroide y retina, asi como la homocistinuria
clasica son EIM con implicaciones oftalmicas muy severas, los
pacientes presentan problemas visuales a edades tempranas en

ambos casos.

El diagndstico de estas enfermedades se podria realizar a los
neonatos mediante un tamiz neonatal ampliado, sin embargo este
estudio no se aplica de manera rutinaria en nuestro pais, por lo cual
se desconoce su incidencia en la poblacidon. Estos pacientes
generalmente son canalizados hasta que presentan manifestaciones

clinicas que sugieren el padecimiento de la enfermedad.

Por lo expuesto anteriormente, es importante contar en México con
las herramientas necesarias para el diagndstico, seguimiento y

tratamiento de estas enfermedades.



OBJETIVO GENERAL

> Utilizar biomarcadores como herramienta de diagndstico en
enfermedades metabdlicas hereditarias con implicaciones

oftalmicas.

OBJETIVO PARTICULAR

> Cuantificar las concentraciones ornitina y homocisteina en plasma
de pacientes referidos a la Unidad de Genética de la Nutricién con
problemas oftalmoldgicos que se sospecha tienen atrofia girata y

homocistinuria clasica.



METODOLOGIA

Poblacion estudiada.
Pacientes remitidos a la Unidad de Genética de la Nutricion del
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM que presentaron

sospecha diagndstica de atrofia girata y homocistinuria.

Espécimen.

El plasma de los pacientes mencionados en el parrafo anterior.

Equipo.

Los niveles plasmaticos de ornitina y homocisteina fueron
cuantificados mediante un sistema HPLC marca Watters conformado
por un modulo de separacion modelo 2690, acoplado a un detector de
fluorescencia modelo 474 scanning. Se utilizd el inyector automatico
modelo SM448M vy para la separacibn se uso una columna
Phenomenex, Kingsorb fase reversa C 18 de 15cm X 4.6cm de

diametro y 3 um de didmetro de poro.

e Fase movil.
Fase A: THF/ amortiguador de fosfatos 0.2892M/agua: 4%/5%/91%
Fase B: amortiguador de fosfatos 0.2892M/agua/ACN: 5%/40%/55%

e Disoluciones para la deteccién de ornitina.
Derivatizante: etanethiol/ OPA/metanol: 40uL/40mg/2mL

Solucion sobresaturada de acido boérico, pH 9.

Solucion en metanol de p-fluorofenilalanina (estandar interno) 20uM.

e Reactivos para la medicidon de homocisteina.
Acido homocistéico (estandar interno) 0.372uM
Agente reductor: DTE 12uM (0.002g-0.003/1mL)
Acido perclérico (HCIO4) 6% v/v en agua
Acido iodoacético 50mM en HCIO4 6%

Hidroxido de sodio (NaOH) 3M



Derivatizante: etanethiol/ OPA/metanol: 100uL/40mg/2mL

L- Homocistina

Procesamiento de las muestras para la cuantificacién de la ornitina y

la metionina.

Se tomaron 50 pL de las muestras, se les adiciond 1.0mL de metanol
gue contiene p-fluorofenilalanina a una concentracion de 20uM, como
estandar interno, se mezclaron mediante agitacion con vértex, se
centrifugd por 5 minutos a 20000 rpm, se filtré y del sobrenadate se
tomo una alicuota de 100uL a la cual se le adicionaron 20uL del
amortiguador de boratos y 20uL del reactivo para derivatizar, se agito

la mezcla y se inyectaron 10uL de ella al cromatdgrafo.

Para la cuantificacion de la ornitina se elabord una curva estandar
cuyas concentraciones fueron de 25, 285, 551, 958, 1220 y 1401uM.

Las condiciones del andlisis fueron: temperatura de la columna 40°C,
temperatura de la muestra 4°C, a una longitud de onda de excitacion
de 338nm y de emision de 425nm, el gradiente de elusién se muestra

en la siguiente tabla:

Tiempo  o,A %B
(min)
Inicial 78 22

30 50 50
38 37 63
39 0 100
46 0 100
48 78 22

Procesamiento de las muestras para la cuantificacion de la

homocisteina.

Se tomaron 100uL de muestra, se les adicionaron 20uL del estandar

interno y 20uL de DTE para la reduccidon de los puentes disulfuro, se



incubd a temperatura ambiente por 10 minutos y se adicionaron
300uL de acido iodoacético en acido perclérico para carboxilar la
homocisteina y precipitar las proteinas presentes en la muestra. Las
muestras fueron centrifugadas a 20000rpm/10min y el sobrenadante
fue posteriormente filtrado. Se tomdé una alicuota de 100uL del
filtrado a la que se adicionaron 30uL de NaOH, la mezcla se agitd
vigorosamente y se le anadieron 20uL del reactivo para derivatizacién
(OPA), se agitd nuevamente y se inyectaron 10uL de la mezcla al

cromatografo.

Se elabor6 wuna curva estdandar de homocisteina cuyas
concentraciones fueron de 7, 15, 77, 96, 155, 193 y 232 pM. Las

condiciones del analisis fueron las siguientes:

Las condiciones del andlisis fueron: temperatura de la columna 40°C,
temperatura de la muestra 4°C, a una longitud de onda de excitacion
de 338nm y de emision de 425nm, el gradiente de elusién se muestra

en la siguiente tabla:

Tiempo %A %B

(min)

Inicial 78 22
7.0 70 30
7.5 0 100
13 0 100

14 78 22




RESULTADOS

Atrofia girata.

Se confirmo el diagnostico de atrofia girata en cinco pacientes, todas
de sexo femenino. El promedio de edad al momento del diagndstico
fue de 21 anos con un intervalo de 9 a 36 afos. Solo en un caso se

documento consanguinidad.

Los datos de la curva obtenidos para la cuantificacion de ornitina son
los siguientes:
Ecuacién de la curva Yy = 465.26x + 1,964.32

Coeficiente de correlacion R? = 0.99956

El promedio de la concentracion de ornitina al momento del
diagnédstico fue de 416uM (valores de referencia de la UGN, 21-
48uM). Los valores individuales se muestran en la tabla 1.
Observandose elevaciones que van de 5 a 12 veces con respecto al

valor maximo de referencia.

Tabla 1. Concentracion de ornitina plasmatica al momento del

diagndstico.

Paciente | Concentracién de ornitina |Veces alterada con respecto al
(UM) valor de referencia maximo
1 306 5
2 617 12
3 401 7
4 277
5 480 9

Todas las pacientes después de dar el diagndstico bioquimico se
sometieron a tratamiento con piridoxina 500mg/dia, se les realizaron
cuantificaciones subsecuentes para el monitoreo bioguimico vy

evaluacién de la respuesta al tratamiento (tabla 2 y grafica 1), las



pacientes 1, 2 y 3, iniciaron ademas un tratamiento nutricional
ademas del tratamiento con piridoxina. La paciente tres no regreso a

seguimiento.

Tabla 2. Concentraciéon subsecuentes de ornitina

plasmatica de pacientes con atrofia girata.

Ornitina
Paciente UM
306%*
257
1 US 304
184
199
617%
2 PI 402
450
277%
323
4 ML 382
335
488
480%*
118
225
50L 314
211
279
404
*Valores de ornitina plasmatica al diagnéstico.

Veces elevada

PORNUWOENONULOGADRGVWL

Grafica 1. Perfil de las concentraciones plasmaticas de ornitina en las

pacientes diagndsticas con atrofia girata.
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En la grafica 1 observamos que existe respuesta bioquimica variable

al tratamiento con piridoxina asi como al tratamiento nutricional.

Homocistinuria.

Mediante la cuantificaciéon de los niveles de homocisteina y metionina

se confirmd el diagndstico de homocistinuria cladsica en 8 pacientes



(en seis familias 2 pares de hermanos), 3 del sexo masculino y 5 del
sexo femenino. El promedio de edad al momento del diagndstico fue

de 8 afos con un intervalo de 5 a 11 afos.

Los datos de la curva obtenidos para la cuantificacion de
homocisteina son los siguientes:
Ecuacién de la curva y=526.59X+1950.8

Coeficiente de correlacion R2 = 0.9956

El promedio de la concentracién de homocisteina al momento del
diagnostico fue de 56uM (valor de referencia ND-12 uM, Bremer
1981).
Los valores individuales se muestran en la tabla 3. Observandose
elevaciones que van de 2 a 5 veces con respecto al valor maximo de
referencia.

Tabla 3. Concentracion plasmatica  de

homocisteina en pacientes con homocistinuria.

Pacientes Concentracion
MM muestras

72 5
63
58
52
38
67
37
60

Veces Alteradas

0o N o u b~ WN
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El promedio de la concentracion de metionina al momento del
diagnéstico fue de 550uM (valores de referencia 9-42uM, Bremer
1981).



Los valores individuales se muestran en la tabla 3. Observandose

elevaciones que van de 3 a 22 veces con respecto al valor maximo de

referencia.
Tabla 4. Concentracién plasmatica de
metionina de pacientes con homocistinuria.
Pacientes MetliJolvrI“na Veces Alteradas

1 667 15

2 562 12

3 933 21

4 155 3

5 977 22

6 399 9

7 450 10

8 254 5

Todos los pacientes se sometieron a tratamiento con piridoxina,
después de dar el diagnostico bioquimico 500 mg/dia, los pacientes
1, 4,5, 6,7y 8, iniciaron ademas un tratamiento nutricional y se les
realizaron cuantificaciones subsecuentes para el monitoreo
bioquimico y evaluacién de la respuesta al tratamiento (tabla 5 y

grafica 2).

Tabla 5. Seguimiento de concentracién plasmatica de metionina en

pacientes con homocistinuria.



Edad al momento del |Concentracion Veces alterada
Pacientes | diagndstico (afios) uM
667%* 15
1 5 142 2
570 13
627 14
155%* 3
4 1 180 3
144 2
281 6
289 6
357 8
105 2
319 7
276 6
544 12
535 12
920 21
372 8
312 6
130 2
211 4
92 1
977% 22
5 9 760 17
704 16
709 16
857 19
517 11
1234 28
1595 37
905 21
1175 27
1194 27
1857 43
838 19
492 11
637 14
764 17
730 16
399* 9
6 8 161 3
103 1
47 0
150 3
508 11
484 11
460 10
233 5
977 22
66 1
439 9
87 1
106 2
51 0
450* 10
7 9 568 13
90 1
90 1
361 8
580 13
254%*
8 6 460 10
732 16

Grafica 2. Concentraciones plasmaticas de metionina en los
pacientes diagnosticados con homocistinuria clasica durante el

tratamiento con piridoxina.
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En la grafica 2 observamos que la respuesta bioquimica al

tratamiento con piridoxina y nutricional es irregular e inconsistente.



DISCUSION
Atrofia girata.

En el presente estudio describimos 5 casos de pacientes que nos
fueron remitidas por el servicio de oftalmologia de diferentes
instituciones, en los que se diagnostico atrofia girata en base a los
hallazgos oftalmoldgicos y bioquimicos. Es interesante hacer notar el
hecho de que la cohorte de pacientes esta conformada Unicamente
por mujeres a pesar de ser una enfermedad autosémica recesiva
como fue demostrado por Barrett et al., 1987 y mas recientemente

en el 2004 por Kaiser-Kupfer et al.

La atrofia girata es una enfermedad potencialmente tratable, la
identificacién temprana de la enfermedad es deseable y crucial para
el diagndstico de la misma, por lo cual es necesario que oftalmélogos
y pediatras tengan conocimiento claro de esta enfermedad. El
proceso de diagndstico debe incluir genetistas, neurdlogos y otras
especialidades para el adecuado manejo y prevencion de la perdida
visual futura (Lee et al., 2005).

La atrofia girata clinicamente se caracterizada por la degeneracion
corioretinal progresiva, la pérdida gradual de la vision, la disminucién
del campo visual (Kaiser-Kupfer et al., 2002, Ohkubo et al., 2005),
en la primera década de la vida se observa miopia y decremento en
la visién nocturna, (Takki 1974) mismas que fueron referidas por

todas nuestras pacientes.

A la paciente 1, quien tiene un seguimiento de 7 afios, se le
diagnosticd osteoporosis a la edad de 16 afos. Ahmet y Serdar
recientemente reportaron un caso semejante sugiriendo que es
importante considerar la osteoporosis como uno de los hallazgos

clinicos de la atrofia girata para iniciar el tratamiento de forma



temprana y evitar posibles complicaciones. Esta paciente presenta
ademas debilidad muscular, misma que ha sido reportada como otras

anormalidades presentes en estos pacientes (Ahmet y Serdar 2006).

La marca bioquimica en la presentacion tipica de la atrofia girata es
una notable elevacion de la ornitina plasmatica (Shih y Stdcker-
Ipsiroglu 2000), la concentracién de ornitina se incrementa de 10 a
15 veces sobre el nivel normal en todos los liquidos bioldgicos
(Santinelli et al., 2004), en la cohorte estudiada encontramos
diferencias en las concentraciones de ornitina plasmatica al momento
del diagndstico que van de 5 a 12 veces por encima del valor maximo
de referencia, estas diferencias se pueden deber a diversos factores
tales como la edad, la dieta y/o la actividad enzimatica residual (Valle
y Simell 2001 y Kaiser-Kupfer et al., 2002 y 2004). Existen casos
reportados de neonatos en los que los niveles de ornitina plasmatica
se encuentran normales o disminuidos y estos pacientes presentaron
como principal caracteristica hiperamonemia neonatal (Cleary et al.,
2005, Champion et al., 2002, Webster et al., 1999), sin embargo en

nuestro grupo no se documentan estos problemas al nacimiento.

La diferencia en la concentracion de ornitina plasmatica y la
progresion de los sintomas clinicos en pacientes con atrofia girata que
siguen un mismo tratamiento depende tanto del apego al mismo,
como de la actividad enzimatica residual de la OAT, la cual varia
dependiendo de la presencia de diferentes mutaciones (Santinelli et
al., 2004 y Heianen et al., 1998). Las pacientes 1 y 2 tenian 9 afios
de edad al momento del diagndstico, ambas se sometieron a
tratamiento con suplementacién de piridoxina, y formula médica
Cyclinex (A;), ademas de dieta hipoproteica, sin embargo la paciente
2 registrdé una concentracién de ornitina plasmatica visiblemente

mayor que la paciente 1 en el mismo lapso de tiempo, esto podria



explicarse por diferencia en la actividad enzimatica residual de la

OAT, o bien el apego a la dieta.

Se han empleado varias terapias en AG tales como el uso de piridoxal
fosfato el cual disminuye los niveles de ornitina en el plasma y la
progresion de los hallazgos oftalmicos, sin embargo, son pocos los
pacientes que responden al tratamiento (Bakker et al., 1991, Wirtz y
Kennaway 1985, Kennaway et al., 1980). Una estricta dieta baja en
proteina a demostrado ser eficiente para la disminucién de las
concentraciones plasmaticas de ornitina (Santinelli et al., 2004,
Kaiser-Kupfer et al., 2002 y 2004), sin embargo, esto requiere una
marcada alteracién de la dieta normal, motivo por el cual Unicamente
una pequefa fraccion de pacientes (cerca del 20%) son capaces de
seguir este tratamiento (Wang 2000). En nuestro grupo solo la
paciente 1 continua con un apego adecuado a la dieta, también es
importante sefialar que los alimentos especiales son costosos y

dificiles de obtener a esto también podria atribuirse la falta de apego.

Se han empleado tratamientos alternos para la reducciéon de la
concentracion plasmatica de ornitina, como el uso de suplemento
alimenticio que contiene creatina (Vannas-Sulonen et al., 1985) y
lisina (Peltola et al., 2000, Elpeleg y Norman 2001) en los que se ha
observado una disminucién de un 20 a 30% del nivel de ornitina,
estos enfoques no tienen un seguimiento a largo plazo y no fueron

empleados en ninguna de nuestras pacientes.

La piridoxina se administra en dosis farmacoldgicas para estimular la
actividad residual de la OAT pero en pocos pacientes se ha reportado
disminuciéon importante de los niveles de ornitina plasmatica
(Hayasaka et al., 1981, Kennaway et al., 1980, Ohkubo et al., 2005),
las pacientes 4 y 5 se trataron Unicamente con piridoxina y no
siguieron un tratamiento dietético. La paciente 4 no mostro

disminuciéon en la concentracién plasmatica de la ornitina, lo cual



indica que no respondid al tratamiento suministrado. La paciente 5
mostré una disminucion visible de la concentracién plasmatica de
ornitina registrada al momento del diagndstico con respecto a la
siguiente cuantificacion, sin embargo los monitoreos subsecuentes
mostraron un incremento lo que sugiere que la paciente no respondid

al tratamiento con piridoxina é probablemente dejo de seguirlo.

La paciente 1 tuvo buen apego al tratamiento dietético y los
resultados de sus cuantificaciones de ornitina plasmatica nos
permiten observar la efectividad en la disminucién de los niveles
plasmaticos de ornitina, sin embargo las lesiones oculares han
aumentado ligeramente. La eficiencia de este enfoque es
controversial, algunos investigadores reportan una disminucién en la
progresion de las lesiones corioretinales (Kaiser-Kupfer et al., 1991),
mientras otros reportan progresién (Vannas et al., 1978). La edad al
tiempo del diagnostico y por lo tanto la del inicio del tratamiento y el
apego a la dieta podria al menos parcialmente explicar estos
hallazgos diferentes, pero la heterogeneidad genética parece jugar un
papel importante en la variabilidad fenotipica (Wirtz y Kennaway
1985).

Muchos de los pacientes con atrofia girata no tiene un diagndstico
correcto hasta la segunda o tercera década de vida (Kaiser-Kupfer et
al., 2004, Ohkubo et al., 2005). Las pacientes 3, 4 y 5 fueron
diagnosticadas a los 19, 25 y 36 afos respectivamente, en donde se
observa la progresién de los problemas oftalmicos y la aparicién de
nuevos. Este intervalo de tiempo que pasa entre la edad a la que
iniciaron los problemas oftalmolégicos versus la edad al momento de
diagnostico nos habla de la falta de conocimiento de estas
enfermedades por parte del médico de primer contacto (pediatra

oftalmdlogo).



Homocistinuria.

La deficiencia de la enzima CBS origina una alteracién en la via de la
transulfuracién lo que da como resultado la acumulacién plasmatica
de homocisteina y el reciclamiento de la homocisteina a metionina
través de la metionina sintasa (Alemanes et al., 2001), por ello es
gue el diagndstico bioquimico en nuestros pacientes fue mediante la

cuantificacién de homocisteina y metionina plasmatica.

Las manifestaciones clinicas incluyen, alteraciones esqueléticas,
retraso mental, tromboembolismo y ateroesclerosis prematura grave
(Matadazas et al., 2002). El bioindicador oftalmico caracteristico es la
dislocacién del cristalino (Mudd et al., 2001, Refsum et al., 2004),
manifestacién clinica que presentaron todos los pacientes de este
estudio, y en base a la sospecha clinica de homocistinuria se realizo

diagndstico bioquimico.

En la poblacién de estudio tuvimos 2 casos de hermanos, los
pacientes 2 y 3 (de 5 y 7 afos de edad al diagndstico
respectivamente) y las pacientes 4 y 5 (de 11 y 9 afios de edad al
diagnodstico). En ningun caso de las 6 familias estudiadas se

documento consanguinidad.

De los pacientes 2 y 3 las muestras fueron referidas al laboratorio por
sospecha de homocistinuria, estos fueron diagnosticados por nuestro

servicio pero no tratados, por lo que no se tiene mayor informacion.

Los otros 6 pacientes después de dar diagndstico bioquimico se
sometieron a tratamiento con piridoxina e iniciaron tratamiento

nutricional.



La terapéutica para estos pacientes consistidé basicamente en una
suplementacion con altas dosis de piridoxina (500 mg/dia) y féormula
médica Hominex (An1), ademas de una dieta restringida en cereales y
proteina animal. La piridoxina ha mostrado una asociacion no lineal e
inversa entre la concentracion de homocisteina (Matadamas et al.,
2003) y los alimentos que se restringen en la dieta los cuales son los
principales proveedores de metionina (Aleman 2001). Con el
tratamiento se espera la disminucion en la concentracién plasmatica
de estos metabolitos y por lo tanto un retraso en la progresion de la
enfermedad, sin embargo, los resultados del monitoreo bioquimico en
los pacientes estudiados presentan en general, un comportamiento
erratico (tabla 5 y grafica 2), lo que sugiere que no hubo apego al

tratamiento.

En los pacientes 1, 5 y 6 se observd inicialmente una respuesta
satisfactoria al tratamiento, en la primera cuantificacién de
seguimiento, sin embargo, posteriormente se pierde esta tendencia
ya que comienzan las fluctuaciones de manera aleatoria. Por el
contrario los pacientes 4, 7 y 8 mostraron un incremento en la
concentracion de metionina plasmatica lo que sugiere que desde el

inicio no hubo apego al tratamiento.

En general los valores de metionina plasmatica en los pacientes
durante le seguimiento, mostraron un comportamiento inconsistente,
lo que sugiere un apego inadecuado al tratamiento. Es importante
sefalar que la mayoria de los pacientes, al momento del diagndstico

mostraban retraso mental, lo que dificulta el apego al tratamiento.

La progresidon de estas enfermedades es lenta, los pequefios cambios
de la funcién ocular son dificiles de medir y por ello a su vez dificulta
la evaluacion objetiva de la enfermedad y la terapia de la misma, es

por ello que los biomarcadores son utiles en el diagndstico o



prondstico de estas enfermedades, ya que debido a su alta
especificidad y sensibilidad nos permiten medir los cambios en las
concentraciones plasmaticas de los metabolitos como la ornitina en la

atrofia girata y la homocisteina en la homocistinuria clasica.



CONCLUSIONES

> La cuantificacién de los biomarcadores ornitina y homocisteina,
resulto ser una herramienta fundamental en el diagndstico

bioquimico de la atrofia girata y la homocistinuria congénita.

» Los pacientes con atrofia girata presentaron valores de ornitina
plasmatica de 277uM a 617uM, estos valores van de 5 a 12 veces

por encima del valor maximo normal de referencia.

> Los pacientes con homocistinuria cldsica presentaron valores de
homocisteina plasmatica de 37uM a 72uM, estos valores van de 2
a 5 veces por encima del valor maximo normal de referencia; en
tanto que los valores plasmaticos de metionina fueron de 155uM a
977uM, valores que van de 3 a 22 veces por encima del valor

maximo normal de referencia.



RECOMENDACIONES

> La edad al diagndstico de estas enfermedades es determinante en
la progresién de las manifestaciones clinicas de las mismas, por lo
cual, es necesario que se establezca en México un modelo de
atencion integral para los EIM, mismo que vaya desde el tamiz
neonatal ampliados hasta el seguimiento a largo plazo y el

consejo genético familiar.

> Desarrollar estudios enzimaticos y moleculares para estas
enfermedades, nos permitiria conocer las caracteristicas genéticas

y bioguimicas de la poblacién mexicana.
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Apéndice IT  (Ay)

TABLE 8-4. Nutrient Composition of HOMINEX ®-1 ' and HOMINEX ®-2 %

Nutrient o Homnex-1' Hominex-2
i . N (per 100 g pwd) (per g prolemn equiv) (per 100 g pwd} (per g protein aquiv)
Energy, kcal 480 32 410 137
Protein equiv, g 15.00 1.000 30.00 1.000
Nitrogen, g 2.40 0.160 4.80 0.160
Amino aclds, g 17.67 1.178 35,34 1178
Cystine, g 0.45 0.030. 0.80 0.030
Histidine, g 0.42 0.028 0.84 0.028
Isoleucine, g 1.08 0.072 216 0.072
Leucing, g 168 0.112 3,36 0.112
Lysine, g 1.00 0.067 2.00 0.067
Methionine, g trace 0 trace [4)
Phenylalanine, g 0.88 0.059 1.76 0.058
Threonine. g 0.76 0.047 1.40 0.047
Tryptophan, g 01T . 0.011 0.34 0.011
Tyrosine, g 0.89 0.059 1,78 0.059
Valine. g 1.22 0.081 244 .0.081
Other Nitrogen-Contalning Compounds
Carnitine, mg 20 1.33 40 1.33
Taurine, mg 40 267 50 1.67
Carbohydrate, g 53.0 3.53 35 14T
Fat, g AN 1.45 14 0.47
Linoleic acid, g 2.00* 0.133 150°% 0.050
w:Linalanic acid. ¢ 036° 0.024 0177 0.006 %
Minerals ;
Calcium, mg 575 38 880 29
Chioride, mg/mEq 435/12.27 29.0/0.82 1,160/32.72 38.7/1.08°
Chromium, ug 1 0.73 27 0.90
Copper, mg 1.10 0:073 1.00 0.033
lodine, pg 65. 4,33 100 ) 333
Iron, mg 9.0 0.60 13 0.43
Magnesium, mg 50 333 225 4 7.50
Manganese. mg 0.50 0.033 0.80 0.027
Molybdenum, pa 12 0.80 0 1.00
Prosphorus, mg 400 27 760 25
Potassiuim, mg/imEq 67517 76 45./1.156 1,370135.04 45.711.47
Selenium, pg 20 1.33 35 117
Sodium, mg/mkq 190/8.26 12.7/0.55 880/38.28 29.3/1.28
Zine, mg 8.0 0.53 13 0.43
Vitamins
A, ug RE 420 28 660 22
D. g 7.50 0.50 1.50 0.25
E, mgo-TE 10.10 0.67 12,10 0.40
K, Hg 50 3.33 60 2.00
Ascorbic acid, mg 50 333 60 200
Biotin, pg 65 433 100 3.33
Bs, Mg 0.75 0.050 1.30 0.043
By, g 4.90 0.327 5.00 0.167
Chaline, mg 80 5.33 100 3.33
Folate, g 230 15 450 15
Inositol, mg 40 267 70 2.33
Niacin equiv, mg 12.80 0.850 27 0.72
Pantothanic acid, mg 6.90 0.460 8.00 0.267
Riboftavin, mg 0.90 0.060 1.80 0.060
1.90 0.127 325 0.108

Thiamin, mg____

TBasigned lor infants and toddlers. © Designed for children, adolescents, and adults.
* Approximate packed weight of Hominex in level, dry US standard household measures:

Homingx-1 Hominex-2
1 Thsp = 1y 8y
f4cup = 264 329
113 cup = 3549 419
MRep = 53¢ 61g
1 cup = 105¢ 17

* Analytical data al manufacture = 4.32 g/100 g powder. * Analytical data at manufacture = 2.66 g/100 g powder.
% Analytical data at manufacture = 040 /100 g powder. T Analytical data at manufacture = 0.28 g/100 g powder.
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