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INTRODUDCCION



INTRODUCCION:

La genética biogufmica humana se inicid a principics del siglo XX. Fus

en el afio de 1908 cuando el médicn inglés Archibald Garred introcdujo en medi

cina el término "Errores Innatos del Metabolisme”, (RIM), e inicid al estu——

dio trillante de la enfermmedad conocida cano “Alcaptonuria™, cue culmind con
su mencgrafia "Errores Congnites del Metaholismo®, la cual apareci® en 1909
y fud medificada en 1923, en donde desarrolls el conoento, da cue ci:ar:ns en=
fernedades se producen porque una enzima gue gobierma un sitmle pasy metabld-
Lice estd disminuida en su actividad o falta totalmente. Imade entonces los
progresos en la deteccitn ¥y entenddmiento de Ios errcres congdnitos del meta
bolisme han sido Impresianantes. Sa puede notar cue en los postulxios de -—
Garred estaba implicita la idea de gue habla una relacifin entre gen ¥y entie-
ma; 5in ombargo, el postulado de Carrod de cue la Alcaptonuria se debfa a un
defecto enzimitico espocffico, no Suf confilimado sing hasta 50 afos despuda.
En 1958 Ia Du ¥ Cols. estudiarcn en bhicpsias de higado de iprlividuos nopma~-

les y de pacientes con alecaptonuria, a las enzimas que participaban en la de
n los pacientes alcaptonlricos demcstraten una defi

gradacién de tirosina.
La actividad

cilencia virtualmente total de la enzima homogentisico-oxidasa.
de laz demis enzimas comprmmetidas en el catakoliste de la tirerina hasta -~
Scido acetsacttico, fu8 similar en les pecientes v en log Individuos norma~—-~
les. la rrimera evidencia directa de cue una mmtacion genditica puede condu-
cir a la sintesis de una proteing estructuralmente alterada, se derivd de la
Imestigacisn sobre la hoameglicbina, provendente de macientes con anenia de -
cfilulas falciformes. Do ostos estudios eneargid el concepto de "enfermedad -
molecular™. 20 1849, Paulimg v Cols, descubriersn gue la heroglebinag de es-
tos pacientes, tenfa una novilidad electroforédtica diferente a la henglobi-
na normal v la denominaron hemoalebina S {sicklel. 1957, Irgram ofrecib~
1a prueka directa de que un gen es &l restonsable de contrwmlar la estruchura
de una crotefna, al dowostrar cue la diferencia entre la hemoglobina noraal~
v la hemoglchina 8, consiste en la Sustitucifn de un residuo de Scido glutd-
mico, tor un residus de valina, en la cadena polipeptidica beta de la hemo—-

Este cxmhic fué consecuencia de una mutieidn en el gen cue codifi-

globina.
»8%, la enfermedad deo célu-

ca la estructura de dicha cadena polimeptidica.
las Sfalviformes, constituye el primer eiempla de una enfermedad exslicnda en



tEmunes moleculares en el harmano.

En la ditima edicidn del catflogo de Merusick de “Herencfa Mendeliana-
en el homhre", se enlistan cerca de 3,907 enfermedades causadas por un sclo-
gen mmutante {monogénicas), se conocen la localizacitin csorosfimica especifica
éa mis de 1,096 de estos genes ¥ aproximademente, en 250 de estas enfecneda~-

das se ha identificado el defecto bioquimico bisicn, de los cuales, en 166 =~

se han identificads anoonalicades en proteinas enzimicicas,

Un defecto gendtico que altere cualitativa o cuantitativamente’una pro
teina puede teher varias consecuencias metabSlicas, A continuacifn se emmmg

ran las diferentes consecuencias v se llustran con ejaplos de fryrores Imna-
tos del rersholimmo especificos:

1.~ DEFYCIENCIA DE UN PRECUPSCR: Eiamplo (Fnfermedad de Partnup; el -
triptofana es un anincdcido esencial cque se¢ absorbe por difusifn y tvanspor-
te activo a nivel del intestino celgado. Intvacelulacmente la via catabSli-
ca principal del triptofano de Hartnup cresenta un defecto an el bransoorte-
intestinal del criptofano, lo cue disminuye la concentracidn intracelutar de
este amincdcido v la cancidad de nicotinmnida sintetirzada a partir de 1. -
las consecuencias clinicas de este bloguco metabdlico impuesto por la defi—
giencia de uny protefna transoortadora (pt) son de ataxis cerebelosa ¢ otras
manifestacicnes pelagreides que pueden ser prevenidas por modio Jde la adni—

nistracifin cral de nicotiruamida,
2.~ ACIMULACION DE LOS METARCOLITOS ANTERICRES AL RLOCUED METADOLICO: -

Ejemple. Galacucsania Clisica:s la via metabSlica principal de la galactosa
en los tejidos implica su cenversidn en glucosa. Ia galactosania clisica e
un error innato dal metabilizmo debido a la deficiencia de la ensima galactg
sa~l-fosfato uridil transferasa (GALT): este defecto enzimitico fmpone un ~~
blooueo metabdlico que condwee a 13 acunalacifn de los metabolitos galacto--

sa-l-fosfate y galactosa.
3.- PCRMRACICQH DNSEICIFNTE DF Lo METABCLITOS PCSTFRICRES AL ZLOOUHET -~

METABOLICO: Ejemplo, (Hiperplasfa Suprarrenal Cengénital, ror deficiencia-
de la epzima 21 hidrexilasa (21-ASA).  Varias enzimas participan en la via -
biosintética de las hormonas esterpides a partir del colesterel, se han des-
crito diferentes errcres innatos del metabolismo por dafectos enzimiticos es
pecificos en la biosintesis de estercides adrenccorticales cne dan lugar al-
5indzame de Hiperplasfa Suprarrenal Concénita. La fomma mSy oomdn de este -



sindrome es dabida a la deficiencia de 1a enzima 2i-hidroxilasa; como conse-—
cuencia del blocueo metabSiico se forman cantidades reducidas de corticoides
y aldostercna.

4.~ UTILIZACION DE [AS VIAS ALTERNAS: Pemplo (Fenileetonuria C15sical,
[a fenilalanina es cowertida a tiresina mediante ura reaccifn catalizada vor
la enzima fenilalanina-4-hidrexilasa (FAR); el rrimer amincdcido tambifn oue-
de ser metabolizads a través de vias alternas de menor imoortancia €isiolégi-
ca. En la fenileoetonuria cl&sica, la conversién de fenilalanina o tircsina -
ests bloqueada por deficiencia de la enzima fenilalanina-d«~hidroxilasa; oor ~
1 e se acumula fenilatanina en los tejidos v ifquidos corpcrales y lag =~
vias alternas se hacen prominentss originando una sebresroduccién ¢ excresifn
de los Seidos fenilpirfivicos, fenilactbico ¥y fenillictico,icidos que normal—
mite no se encuentran en la oriha.

5.~ ALTERACIOQUES I EL QONTRDL POR FETROAITD ENTACICH: Ciermplo. (Hirer
colesterolemia faniliar). L[a Hipercolestertlemia familiar, es un error inna-
o del metabolisne, causado por una mutacitn en el gen cue codlSica nara la -
protelnn receptora (R) de las lipoorotefnas de baja densidad (LD}, las cua--
les son las principales partfcules transpertadoras de colesterol. Como consg
cuencia de este defecty de Toceptor a nivel de la superficie de la membrana -
celular, no ocurre captacidn celular de colesterol plasnitico; en estas condli
cicnes se incranenta la sintesis de lo hidroximetilglutaril coenzima A reduc~
tasa (W¥FCoAR), enzima gue limita la velocidad de fluje a través de la via -
biosinuética de colestercl. lopnalmente, el colesterol exdgeno requla su pro
pia sineesis por retroalimentacifn inhikiends la sintesis de la enzimg = ~ =~
HGGOAR.

6.~ SCRPEPROCUQCICHN DE INTERMEDTATIOS ¥ PRODUCTODS DF UNA SECURMCIA META
BOLICA: Efomplo, (Artribis Gotosa) por un increments eh la actividad de 1a -
enzima fosforrilwmsiloircfosfate sintezasa (FRPFS). la rutacitn ressonsable de
aste error innaco del metabolismo da por resuitado la sintesis de una enzima-
alterada estructuralmente vy oon un incromento de 2 a 3 veces en su actividad-
catalitica, 1os pacientos con este defecto metabdlico muesizan una sobrepto-
duceidn de fosforribos{lpfrofosfats, de purinas v de fcide frico. ’
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OBRJETIVOS GENERALES:

1.~ Implementacifn de las t&micas de laboratorio necesarias para el diagnds
tioo inicial de sospecha de un error eongénito del metabolisme (taniz —

metahilicol .,
2.~ Detecoifin precoz de errores congdnitos del metabolisro.

3.~ Prevencifn del retraso mental progresivo e irreversible, mediante manejo
furdamentalmente dictdtico de los pacientes detectados.

4.~ Prevencifn de este tipo de padecimientos mediante el asesoraiento genfti
co [deteccidén de portadores).
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JUSTIFICACION:

5 bien, los errures ifnpnatos del mta.f:olism, tienen baja frecuencia -
en relacifin a4 otro tips de patologfa gendtica, su repercusifn a nivel del -—
s{stema nervicso central es tan importante, que por ello adquiere gran rele-
vancia, ademSs de que con un diagndstico precoz crorfune, se pueda prevenir-
en la mayorfa de los cascs el retraso mental, logrando asf individuos produc
tives, en ver de ser una carga para la Samilia v la sociedad, hacfende de —
las pruebas de diagnstico temprane un instrumento de gran valor para el mé—
dico. Sin embargo, el nfmero tan reducido de perscnas interesadas en estas-—
dreas y de la dificultad en la cbtencifn de reactives, para llevar a cabo ~—
las pruebas de tanizaje ¥ alqunas pruebas confirmatorias, hacen cue solo ruy
poces centros hospitalarios cuenten con este tipo de pruebas de diagndstico.

Cabe sefialar, que si bien el moptaje de las técnicas es laboricso, una
vez establecidos los estandares, su aplicacién es sencilla y de bajo costo,~
lo cual permite su enpleo en grandes grupos poblacionaries.

En el Hospital Ganeral "Or. Mamuel Geay Gonzdlez™, se ationden paclen--—
tes con diversas catologfas, cue incluyen retraso mental: sin orbargo, por =
no centar een suficiente perscral, capacitado para la implomentacién de es—
tag pruebas de tamiz, sa ha dificultade el diagndstica de un gran ntmaro de-
pacientes quo acuden a la consulta externa de gendtica y ror censiquiente =
gran nimero de elles quedan sin diagnféstico vy sin la posibilidad de oreven--
ci8n del danc cerebral en sus faniliares {hermancs), gue pudieoran nresentac-
la migma patologfa. Fer otra parte, estas pruebas de taniz aplicxdas a ni-—
fing recifn nacides podria evitar el desarrollo de nuevos cases, lo cue tampo
co se ha legrado, portue hasta ahora no ha sido pesible contar con la tecno-
logfa y el asoyo necesario para la implementacifn de estas técenicas en todes
les centros hospitalarios en donde se encucntran este tipo de oacientes.

Asf reviste de gran Immortancit nAara cmlmiler demavtyr-onts de aendedi-
ca de un Fesoital Ganeral, contar con las nrunbas colori~étricas wis sonci—
ilas v elanentales cara el Adiarnéstico temranc “e los erores innatos el -
metakolismo,

Lna ver cue se han dianosticado merced a estas nruekas los nacientes -
sosmecheses, se envian al centro de refevencia:  Institiito “acicnal e Pedia
tria (I'™) mara estudics hiorufnicos esregi€icos; sin exbamo, el hachn Ao -



enviar pacientes preseleccionadpns, pemdte una mayer cotimizacién de recur—
308 ¥ reduccifn de costos, lo cual redundari en una mayer eficiencia, en la
prestacitn de los servicio de salwud.

Mediante esta deteccifin, se podrén tratar a estos nifosg, bisicamente -
con dietas especiales, eleminindoles las proteinas y alimentos cue contengan
los elementes gque orovecan el desorden en cuestibn.



CARPITULO 1.



GENERALIDADES :

El concepto de Garrod de que los Brrores Innatos cel K-ataoligw (F31M),
sen debidos a bloquess en vias metabSlicas como resultado f = wn defecto enzi
mitico, ha sido ampliado. También se consideran como EDMauellos defectos-
hereditarics que afectan a protefnas circulanteg y a proteliras est—ucturales.

Posenberg define a los EM cane "desfrdencs bhioquimlecss ganfeicamernte-
determinados debido a defectos congénitos especifices en ly. estuowtira o fun
clfn de mol&culas protéjcas®,

El estudio de lcs EIM tiene tres cbjetives interdevendElientes =

1°, - definir ol diagndstico, la terapdutica v el prodd=stico.

2%,« conocer los riesgos de recurrencia del padecimitnrmto fara la des—
cendencia del individuo y sus familiares, lo cue constitup  la base del ase-
scramiento gendtico.

3°.~ entender los eventos bioquimices vy cenfticanente reStonsables de
la alteracitn clinica. )

Los desfrdenes monogénicos muestran uno de los tresne—ics de herencia
mardeliana: autesfrmias recesive, autosfmico daninante, o lirrado 2} crawesc-
ma X.

Ies Errores Innatcs del Metabolismo en su maveorfa tlerzen w mod de -
herencia autosfmico recesive, esto significa que solomnte s=son detesciables-
clinicamente cuando el gen mutante esti prosente en deble deezsis (hamecigocs
dad); los heterocigotces con una c¢osis cconocida del gen ruty==loy una dosis «
del alelo nomal, sen elfnicamente normales.

Cano regla general, los imdividuos heterocigotos mugstitran un nivel de
actividad enzimitica intermodia entro los niveles sumaments  roducicles cue -
ze chgervan en los hamocigotes deficlentes ¥ los niveles ev—omrados en los
hanocigotos normales. £l hecho de que los sujetos hetercole—otcs Sean clfni
cmente nermales implica gue la enzima en cuestién tiene w=a gran —eserva -
funcicnal, de tal forma que la reduceisn de arrcwimadanent 50 en la acti-
vidad de la enzima no se acarpafia de alteracicres clinicas,

Camo se menciond anteriormente, la mavoria de los EM  tlenen un modo-
ée herencia autosfmico recesivo ¥ son poco freceentes, det=al manera que el
estado hanocigoto “verdaderc” es mis prchable si existe oresanmuinidad en—
tre los progenitores; en ausencia de ceonsaguinidad parenta)  esruy prehable



que el individuo afectads sea un heterccigoto "oampuesto™ es decir’, due sea-
mrtador de un par de alelos rutadog estructuralmente diferentes.

Auellos EXM con un medo de herencia autosfinico dawdnante son detecta=
bles cliinicamente en estado heterocigoto o sea cuando el gen mutante estd en
dbsis tintca.

En variocs errores innatos del metabolisne autosfmico daminantes se ha-
identificado el defectn bloufimico kdsico: estos defectos involucran a enzi-
mas de las vias hicsintéricas sujetas a control por ratroalimentacién o a —
protalinas de una importancia fundamental con diferentes fHuncicnes. Un ejem—
plo del primer tipo es la porfiria Intermitente ’guda, EIM debido a una defi
ciencia parcial de la encima urcporfirindgeno-l~sintetasa que particina en -
la via biosintética del grupe hene; un efemplo del sequndo tine es la hiper—
mlesterolemia familiar; este EDM es debido a wna reduccifn en el nimero de-
recapteres de mombranas para lipoprotef{nas de baja densidad. In los ervares
innatns del metabolisne autosfriogs deminantes, las manifestacianes clinicas
de la enfermedad serdn mis severas en el individuo hanccigoto deficiente cue
en el heterocigota.

Ios defectos hereditarios ligados al cromoscma X presentan tna caracte
ristica importante, Asf, por ciawplo, el locus que determina la enzima glu-
cusa-6-fasfato deshidrogenasa (G~6=-PD) estd en #1 cramesgua X v prr lo tanto
estd representado dos veces en las oflulas de las mujeres ()} y solo una =
vez en las odlulag de los varcnes (MY). Sin anbamige, les niveles de activi-
dag¢ de la enzima G-6-PD encentrados en mujeres normales son iquales gue en =
los varones nermales.  Este fendmeno de igualacidn de efectos de oenes liga-
dos al X en los dos sexos se denanina compensacitn de dfsis.

Este ferfreno es aplicado en la hipStesis de Lyon mediante la exolica-
cifn de que durante la vida ambricnarfa tomrana ocurre una inactivacién al-
azar de una de los erumcsomas X en las oflulas somiticas de las hombras: es-
te mede sar el crovosama X derivado de la mxire o el ¢rurosama X derivado -
del podre, de tal forma Gue en cualcuier célula del orgonisme de las hembras
salo uno de los cramosanas predences es funcicnalmente activoe. En el varbn-
al Grdeo crangsgra X presente as Amcicnal en todas las oflulas.  De acuerdo
a esta hipfresis una mujer puede ser considerada camo un mosaico; acrowimada
mente an la mitad de sus oflulas Gnicamente seri funcional el cromescma X de
rivadeo de su padre, mientyas cue en las ctras oflulas solo es activo el cro—




mosema X derivado de la madre. Por lo tanto, las mujeres heterccigeotas para
mutacicnes ligadas al cromesama X tendridn dos tipos de cflulas: células con-
un fenotiro normal ¥ cflulas con un fenotipo rmtante. Pxisten miltiples evi
dencias que apoyan la validez de la hipStesis de Lycon, varias de ellas deri-
vadas del estudio de errores innatos del metabolisno ligados al X.
Influencias ambientales:

los factores arbientales pueden modificar la expresisn de las mutacio—
nes responsables de los ETM. £, en miltiples EIM la mutaci&n produce res-
puestas apgrnales a la dieta o a las drogas.  Por ejerpelo, los pacientes con
galactosomia cldsica carecen de la enzima galactosa-l-fosfato uridiltransfo-
rasa y por lo tanto son incapaces de metabolizar a la galactosa. §1 estos -
pacientes ingieren lactesa, que es la fuente mis inmpertante de galactosa, —
puede llegar a desarrollar dafio hepdrice, recraso mental, cataratas y dafo =
renal; la instawracién coortuna vy pernanonte de urna dieta litre de galactosa
es eficas en prevenir o revertir dichas camplicacicnes. La deficiencia de -
la enzima G-6-7D es un ejamrlo clisico de un EXM en el cual la rutacifn oro~
duce una resruesta idiosincrdtica a ciertas drocas. [a G-6-PD es la prirera
enzima de la derivacifn hexesa-mencfosfato y cataliza la exidacién de la qly
cosa-6-fosfato a 6-fosfogluconato. la glucosa Metatolizada a travds de es—
ta via genética puede roducir en ferma de nicotinamida adenina dirucledtido-
fosfato recucire (AD-PH). En el eritrocito humano maduro esta via es parti
culammente Iimportante debido a gue constituye la fuente m8s siqnificativa de
KACPH: este campuesto es utilitado por el eritrocito para el mantenimientn -
de glutaticn en estado reducido [GSH). [a principal funcifn del G5H en el -
eritrocito consiste en proteger a las trotefnas, entre ellas a la homoglebhi~
na, de dano cxidativo proveniente de fuentes enddmonas vy exfgenas. La defi-
ciencia de G-6-PD es el EDM mis coxfin en el harkre v tiene un modo de heren-
cia recesivo ligads al eromosana X.

Las proteinas cam productes génicos:

La secuencia de guinclcidos de las protefnas deterninan sus cropleda—
des potenclales y constituven la base molecular del fenotipo. A su vez, la-
secuencia de sminodcidos de las protefinas estf determinada —or la secuencia-
de nuclectidos en el O ¥ esta Gleirma constituye la base molecualr del geno
tipo. Ips EXM son el resultado de alteracicnes en la estructura del XA de-



io

bidas a mutaciones esmecificas; las alteraciones en el genotipo producen al-
teraciones en el fenatipo A través de modificar la estructura y/o funcifn -~
dz las protelnas, lo gue a su vez corxduce a alteraciones en la fAimcifn celu-
lar. Solamente en unos poces EIM (por ejemplo hamoglebinovatfas)y talase---
mias) se ha legrado definir la alteracisn a les 3 niveles de expresifn: DHA,
Proteina y funcifn celular. Para la mayoria de los EIM solo =se ceonocen las
alteracicnes a nivel de la protefna o a nivel de la funcién celular. Los —
EIM pueden originarse por mutacicnes que afecten genes Gue determinen la se-
cuencla de aminpicides de la oroteina (genes estructurales) o por mutaciones
en genes que contrelen (genes centraladores) la velocidad de transcripein -
del gene estructural o la velocidad del provessniento v traduceidn del BN -
mensajere.  Son varios los ejonnlos de EIM que involucran a encimas o a pro-
tefnas no enzimiticas en los cuales se ha dawmstraxdo la existencia de muta--
cicnes en genas estructurales; sin onbargo, hasta la fecha no se han identi-
ficado mutacicnes en genes centroladores en hunancs.

Michas mutacicnes oénicas se expresan por una alteracifn caracterfsti-
ca en la actividad de una enzima especffica y un gene rutante particular fue
de causar dicha alteracifin por varios mecanismos. La def€iciencia en acsivi-
dad enzimitica puede sar el resultado de: 1).- Una ancomalidad en la eficien
cia catalitica de la enzima debida a una rutacisn escnictural rmic disninuye-
la afinidad por sustrates o cofactores, © la acrividad intrinseca de la enzi
ma, o aubasg; 2).- Una mencr cencentracién inczacelular de la encima causacda-
rer: a) vna dismimcifn en su velocidad de sincesis debido a una mutacibn -—
cue interfiere en la transcripeifn o oon la transducifng by un aumento en la
velocidad de degradaci€n intracelular de la enzima Sebido a una mutacifn es-
tructural ue le confiere a la enzima rutada una maver labilidad o suscepti-
bilidad o proteolisis intragelular.

Si bien la mayeria de lcs EDM conecidos son causados por una reduccifn
o ausencia de actividad de una enzima o grotefna, torkidn se conocen ejom--=—
plos ée ETM en los cuales una mutacifn estructural origind un Ingremento en-
la sintasis de la enzima (variante G-6-FD Hektoon) o un incromento en la ac-
tividad catalftica de la enzima (uma forma rara de gota debida a una fosfo—
rribodil pirofosfato sintewasa alterada).

Las consecuencias de una alteracién genética en la calidad o en la can
tidyd e una protefras dependerSn de la funcifin gue normalmente descropete —-
dicha vrotefna y de la severidad de la alteraci®n. La maycrfa de los EIM co
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nocidos son debido a defectos enzimiticos Intracelunlares o a anomalidades -
de transrorte a nivel de la membrana celular. Ios substratos afectados en -
los desSrdenes hareditaries de transporte membranal meeden ser metakolitos ~
pequenics (aninodcidos, azdeares, icnes, etc.) o macrgmléculas (horntnas pep
tidicas, lipoprotelinas de badja densidad, etc.),
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ANTECEDENTES :

El térnine “errores ooxgfnitos o innatos del metabolism” Lo introdujo
Garred, para explicar las caracteristicas de la Aleaptonuria. las cbserva-—
clones de Garrod schre esta enfermedad fueron las siguientes: a) Los pacien
tes con alcaptonuria excyetaban por la orina grandes cantidades de Scido ho-
mogentisics {aleapton) desde el nacimiento: este fcido normalmente no se en-
cuentra en grina; b) si{ a los individuos alcaptonfirices se les adniristraba-
dcido homogentision, #ste se recuperaba casi fotaimente en la orina.  Ademis,
la administracién de protefna, fenilalanina o tircsina provocaba un incremen
to en la exxresién urinaria de dcide hawgentfsico. lIos individucs nommiles
no excretaban dicho Scido en ninquna de las condicicres antericres; ¢) la —
aleaptomaria, ademis de ser congénita, mostraba una distribuci®n familiar., -
los padres de los pacientes con alcaptenuria no excretaban Acido hanogentisd
@ ¥ entre ellos la frecuencia de consanguinidad era elevada. A martir de ~
estas chservaciones Carrod postulsd: 1) que el dcido hawgentfisico era un —
Intermediario nomal en el metabolismo da les amincdcidos fenilalanina ¢ ti-
msina; 2) que los (ndividues cep aleaptomuria excretaban grandes cantida—
das de Scideo hanogentisico debido a la existencia de un blogueo metabflico -
immuesto por la deficiencia de la enzima hepitica responsable de la degrada-
¢itn de Scido hamgentisicor 3) que de acuerdo a las leves de Mondel, la —
aleaptonuria podia ser considerada como uny enfernodad recesiva, esto es, —
wna eendicidn causada por 13 presencia em dohle dosis de wn factar Mendelia-
no {gene) anarmal.

Los EIM, de acverdo el congento de Garrod, son condicicnes que resul-—
tan de un bloguea metabdlico imuesto por la deficiencia de una enzima esve-
cifica respansable de llevar a cabo una reaccifn quimica, Como consequencia
dal defecto enzimitico los metabolitos anteriores al blocueo se acumularin v
log postericres np se formardn ¢ se sintetirarin en cantirdades reducidas.

La tnlidez de este conoepto fué apovada fugrtemente por los excerimen~
tos de Deadle v Tatum que usarcn oo medelo bicldgicoe al hongo Neurospora -
crassa vy formilaren explicicxnonte la relacién entre genes ¥ enzimas. La e
pa silvestre de N. crassa crece Sptimamente en medios e cultivo simples que

centengan una fuente do nitrfgens irorgsnico, una fuente de carbono, sales -
Cuando estas cultives se axpdonen a un agente mutagéni-

mirerales ¥y biotina.
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©0, se pueden chtener mutantes gue no crecerin en el madio de cultivo simple,
a menes que se le adicioren nutrientes especificos. De esta manera se oue--—
den producdir EIM para cualguier reaccifn cuimica cuyo producto se rueda adi~
cicnar al medis de cultivo. El anSlisis sistemitico de los recuerimientcs =
mitriciconales especifices de las mutantes peomite definir la secuvencia de —
reaccicnes en una via metabSlica y la posicifn de los bloquees impuesteos por
deficiercias enzimiticas especificas geoneticanente determinadas. Del estu—
dio de las mutantes nutricicnales de Weurcspora y la caracterizacidni de las-
deficiencias enzimiticas especificas en estas cepas se derivd el concegto --
de que la furicifn de los gernes es dirigir la sintesis de enzimas especifi-—
cas. El concepto de “un gene - una enzima” de Beadle v Tatum plantea que:
1.- Tedos los procescs bioguimicos en todes los crganismos estin bajo con--

trol genético,
2.~ Estos procesos biogufmicos se pueden resclver en unta serie de reaccio—

nes individunles consecutivas.
3.- Cada reaccifn bioquimica estf bajo control de un s50le gene diferenta.,
4.- la mutacién de un solo gene altera la capacidad de la oflula para lle—

var a cabe solamente una sola reaccitn quimica primaria.

£l cencepto "un gene una enzima” sufrib varias medificacicnes y final-

mente se oxpresd cano "un cistrén un polipfptide”, definiendo cistrén cane -
la unddad funcional de DA cue especifica la estructura de und sola cadena -
polipeptidica. Fn su expresifn final, el concepto incluye a todas las pro—
tefnas interdependientes de su funcifn, asl caoe aquwellas protelnas formadas
por dos © mis cacdenas nolipeptidicas diferentes.
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PLAN DE TRABAIO:

1) Investigacién Bibliogfafica,
2} Elakoracidn del Protocolo de tesis.

3) Adiestramiento, SelecciSn y Aprendizaje de té&cnicas.

4) Mruisicién de los recursos materfales

5) Implemantacidn de la Tecnica.

6) Rocoleceiln de datcs.

7) Confirmacitn de los resultados por pruebas confirmatorias.
8) Anilisis de los resultadcs.

9) Divulgacidn de los resultados (publicacifn de tesis).

—

PLANTERMITNTO DEL PRCBELEMA:

crevenir el retraso mental secunddario a un error congénito

LEs posible
través de su detecciln temprana, mediante el ampleo de tfg

dal metabolisme a
nicas de txniz metabdlico en el reclfin nacide?



CAPITULOGC II



MATERIAL Y MEICDCS:

Material: Tubos de ensaye

Gradilla para tulxs

Placa de parcelana blanca

Papel filtro

Brhaxios de Plistico

mbudes de vidrio

Banc Marfa

Vasos de Precivitado

Frascos Snbar con tapfn esnerilado

Varilla de widrio

Mechero Bunsen

Matraz volunttrico aforado

Tiras reactivas BILI-LARSTIX

Pipetas

Buretas

Estufa

Caja de perri

Cremateplacas de Silica Gel 60
(sin indicador f£lucrescente)

para cramatografia en capa £ina 20 x 20 @n.

espesor de la capa de 0.25 mm.

Cromatofolios de Aluminio de Celulesa
{sin indicador fluorescente)

para cramatograffa en cava £ina 20 x 20 an.

espesor de la capa 0.1 om.
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REACTIVOS:

Acetato de sodio trihidratado,
- Acido ActBtico glacial.

- Acido Clorhidrico cone.

- Altwmina bovina fraccifn V
- Sulfato de Cobre pentahidratads
- Carbonato de Sodio Anhidro
- Citrato de Sodio

- Clornuro Férrico hexahidratade
- 2,4-Dinitvofenilhidrazina

- Clanuro de Sodio

- Etanol al 95%

— MNitroprusiats de Sxdio

- Hidrfxido de fmonio

- Nitrato de Plata

- Antrona

- Acido Sulffirico concentrado
= Morcurio

- Azido Nitrico concentrade

- Azida de Sodio

- Yoo

~ Fosarecinol

= Clersfocmo

= Para-nitroanilina

- Mitrito de Scdio

- Acetato de Sodic Anhidro

- Nitroscnaftol

- Acido Citrica

- Cloruro de Cetil Piridinium
- Azul de Toluidina

- Butanol

l&
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Peactivos para oorrimiento de las placas éde Cronatografia da Capa Fina de -
Azficares: Butanol
Aoido Asético Glacial
de Amino3cidos: Butanol
Aoido Acético
Acetona

Standar de Azficares para Cromatogratfa de Capa Finas

= lactesa Ribosa

- Glucosa-6-Fosfato Maltosa

- Sucrosa ¥ilosa

- Galactosa Fucosa

- Sacarusa Gliceraldehido
- Tagatcsa Dextrosa

= Fructuwosa Lixosa

- Arabincsa Maleosa

Standar de Fmincicidos:

= Cistina Trecnina

- Arginina Triptafaro

- Hiscidina Meticnina

- Glicina Valina

- Bameeistina Alanina

- Fenilalanina Tircsina

= Acido Glutamico Az, beta-ischytirico
- leucina Ac. Aspartico.

Revelador para cromatograZfa de capa fina de Amincicidos:
= Ninhidrina - Acetona = Pirifina

Pevelador para cramatografia de capa fing de Asticares:
- Creoinol = Acido sulflrico « Etanol



AMINGACIDOS: Dinitrofenilhidrazina (Pentose y (uastel)
Clorure Ferrico {Renuart}
Clano-Nitroprusiato (Knox)
Plata-Nitroprusiats {Spaeth, G, y Barker G.)
Millon (Bernhart, F.M,, and Schneidey, R.V.)
Nitroscnaftol (Perry y Cols}.

AZUCARES: Bancdict
Antrona (K r, H.A.)
Selliwanaf £

ACIDOS ORGANTICOS: Acido Homogentisico (Jensen y Mo Kenzie)
Acido Metilmalenico (Giogio, A.J., and Lubky, Al.}

MUOCDOLISACARITOS: Turbidez de la Altamina Acida (Dorfman)

Clofuro de Cetil PIridiniim
Arul de Toluidina (Berry, H.X. and Spinager,.J.)

INDICAN URINARIO: Chermayer

DEFICTENCIA DEL SULFTITO OXIDASA: Tiosulfato (Fiegl, F.)

18
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PREPARACICN DE REACTIVOS:

Feactives para la tfcnica de ALBUMINA ACIDA:

= Prepara solucifn de Albumina bovina fraceifn V al 0.1% en buffer AcStico -
0.1 M, pH 3.75.

- para preparat el buffer: Disolver 13,6 gr, de Acetato de sodio tri-hidra-
tado en 800 ml de agua destflada y agregar 5.7 ml. de Acido AcStico gla-—

.. eial, mis 1 gr. de Albwmina bovina fraceién V. Ajustar el pH a 3.75 con -
Acido Clorhfdrico 10 N.

CIORURD DE CETIL PIRIDINIGM

- puffer citrato pH 4.8
Disolver 9.68 gr, cde Scido citrico y 15.88 de citratn de sodic en 100 ml.-
de aqua destilada.

~ Solueifn de claruro de cetil piridinium al 0.1% en buffer citrato 4.8 - -
(wA).

HOTA: estable a tanperatura ambiente durante 1 ano.

AZUL DE TOLUIDTMNA:

- Disglver 1 gr. de azul de toluidina en 400 mi. de acetona mis 100 ml. de -
apa destilada.

= Solucifn 1:10 de Acido acético en agua destilada: 1 ml. de Scido acetfco. -
en 9 ml. de aqua destilada.

CLORURD FFRRICO AL 104,

- Disolver 10 gr. de clorurs f£&rrico en 100 ml. de agua destilada,

DINITRCEENTLHIDRAZ NG {DPH)

- Disolver 0.7 gr. de 2,4=INPH en 250 ml. de Scido clchidrico 1 N. con calen

taniento,
- Enfriar y envasar en frasco ambar.
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REACTIVD DE BEMEDICT:

- Disolver 17,3 gr. de sulfato de cobre penta-hidratado en 100 mi, de adqua -
destilada ealiente, esta seri la solucifin 2a,

- Disolver 173 gr. de citrato de sodio coh calentanients en agua v 100 gr. -

de carhopato de sodio anhidro, aforar a 700 ml. de agua destilada, eska se
rd la solucién 28.

- Enfriar smbas soluciones y agregar la solucifn 2B a la solucién 23, con =
agitacién, aforar ambas sglucicnes a 1 litro con agua destilada,

MNOTA: Estable a temperatura ambiente.

REACTIVO DE OPERMAYER:

= Disolver 0.2 gr. de cloruro f&rrico en 100 ml. de agua destilada = FeCl, -.
al 0.2%,

REACTIVO DE SELLIWRNCEF:

- bDisclver 0.05 gr. de resorcincl en una mezcla de 60 ml, de agqua destilada-
mis 30 ml. de Scido clerhfdrico cencentrado.

REATIVO DE MILICH:

- Disolver 10 gr. de mercurioc en 11 ml. de Acido nftrico congentrado y di—
luir a 22 ml. con agua destilada.

FEACTTVO DE ANTRQG:
- Disolver 0.2 gr. de Antrona en 100 ml. de Scido sulftrico concantrado.
FEACTIVO CE TICSULFATO:

- Disolver 0.317 gr. de Iodo en 25 ml. de etancl puro, a esto agregar Q.75 -
gr. da azida de sedio y aforar a 50 ml. con agua destilada.
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FEACTIVO DE ACIDO METTL MALCHIOD:

« Disolver 0.1 gr. de para-nitroanilina en 100 ml. de dcido clorhfdrico - -
0.16 N.

- Disolver 0.5 gr. de nitrits de sadio en 100 ml. de agua destilada,

- Buffer acetato de Sodio 1 M. pi 4.3:
Disolver 8.2 gr. de acetato de scdio nahidvo en agua destilada y aforar a-
100 ml. agregar 158 ml. de Scido acttico 1 M. *
* Estable de 2 a 3 meses.

FEACTIVO DE CIANO-NITPOPRUSIATO:

= Clanurc de Scdio 5%: disolver 0.125 gr. de cianwo de sodio en 2,5 mi. de-
una solucidn que contiene 1 ml. de agua destilada mis 1.5 ml. de etanol al
95%,

NOTA: Prepararlo al mamento de realizar la prueba.

- Nitroprusiato de sodio al 5% (nitroferricianuro de sodio). Disolver 0.125
gr. de nitroprusiato de sodio on una solucitn que coatience 1 ml. de aqua -
destilada mis 1.5 ml. de etancl al 95%.

NOTA: Prepararlo al mamento de realizar la prueba.

REACTIVO DE PLATA NITRCPRUSIATO:

= Preparar nitrato de plata al 1% en solucifn de amonio al 3% solucifn de —
amncnio al 3%: a 0.06 ml. de hidrfxido de amonio agregar 1.94 m). de agua -
destilada.

~ Almacenar en botella ambar u chbscura.

- Nitroprusiato de sodio al 1%: disclver 20 mg. de nitroprusiato de sodio en
2 ml. de agua destilada,

* Estable por varics dfas en refrigeracidn.

Clanuro de sodio al 0.7%: disclver 0,014 gr. de cianuro de sodio en 2 ml.—

de agua destilada.

t



RERCTIVO DE NITRCSCHAFTOL:

- Preparardcide nitrico 2.63 N. :
= Preparar aitrato de sodio al 2.5% en agua destiiada (oA, |

- Preparar una soluciSn de nitrosonaftol al 0.1% en etancl al 954..

22
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METODOLOGTIA::

MUCCPCLISARIDOSIS :

Screening para oonecentracicnes urjnarias aumentadas de mucopolisaciri-
dos Scidos.

Los muccpolisaciridos dcides estin distribuidos amplixnente en varics-
tejidos y liquidos corperales. Este grupo incluye el Scido hialurfnico, con
droitin sulfato A, condroitfn sulfato B y condroitin sulfato C, Keratan sul-
fato y heparan sulfate. El anflisis biccuimico de estos campuestos se ha he
cho muy importante debido a que hay varias mucopolisacaridesis clinicanente-
impartantes, asociados con concentracicnes urinarias avmentadas de mucopoli-
sacirides fcides.

Caono resultado del descubrimiento de varios tipes de mucorolisacArido-
5is se han desarrollado varios procedimientos de screening para detectar la-
presencia de cantidades ancrmales de mucepolisaciridos en orina. Una de las
mis Gtiles es la llamia “Prueba de turbidez de la albmina Scida™.

Esta prueba tiene su principio en la cbservacién de Meves y Palmer, de
que una preparacién de carbohidrates del huner vitreo, forma un preciplitado—
con globulinas séricas en presencia de Scide. Fn 1939 C.V. Seastone usd es-
ta chservacién camo una hase para la estimacién cuantitativa de polisaciri
dos micoides derivados de streptococes del grupo €. Este autor midid la tur
bidez formada por el "humor vitreo" o carbchidratos muccides de estreptoco—-—
cos en mresancia de suero de caballo a pH de 4,2, Fste procodimiento fus —
utilizado postericormente para medir la actividad de la hialuronidasa en con—
ra del Scido hialurénico, vy se donestrd que bajo condicicnes controladas —
la turbidez es directamente preporcicnal a la concentracién de Soido hialurf
nico.

Aomis de varios procedimigntos de screening basados sckre la forma-—
cifn éa solucienes turbilas en presancia de mucepolisaciridos agides, se ided
una prueba que hace uso de ias prepiedades metacroniticas de estos canpues—
tos. Aunque el Azul de Toluidina ha sido utilizads came un medio para loca-
lizar el coxdroitin sulfato scbre cromatogramas en orina, Berry ¥ Spinanger,
primero cbservarcn que las orinas de controles nomales dan un resultado ne-
gativo cuando se prueban directamente ccn el colorante; entences se pensd —
que la sepracifn cramatogrifica fuc necesaria mara proodsitos de screening.-



24

Con esto en mente estos autcres disefaron una prueba simplificacda en papel -
filtro para nifos con Sindrome de Burler.

Con este rrocedimiento los mucopolisaciridos Scidos se localizan po——
nlendo una poquenia cantidad de orina scbre el papel €iltro vy luego tifilendo-
con Azul de Toluidina. La tincifn metacranitica resulta cuando la crina cch
tiene concentraciones de muccrolisachridos. La tincifn o lavado del papel,-
se realiza a pH 2 para prevenir la tincifn de canpuestos Gue son ionizados -
arriba de este pH, lo que canduce a aumentar la especificidad del procedi-—
miento. Sin embargo se menciona que muchas o‘tras subsrancias ademis de con-
droitin sulfato, pueden producir metracromasia aGn a este pH, y que esta cb-
servacifn debe tenarse en mente cuando s¢ usa este procedimiento como - - —
screening, Berry ¥ Spinanger repcrtaron que una cantidad de S microlitres-
de una solucifn de cordroitin sulfato de 10 mg. % da una prueha positiva,
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PRUEEA DE TAMIZAJE EN CRINA DE TURBIDEZ DE ALBIMINA.

Furdanento:

Los mucopolisaciridos fcidos en orina se precipitan coro camplejos in-
solubles en rresencia de allamina bowina amortiguada- Fl grado de turbidez-
es una medida de exoeso.

Internretacién:

Una crina que contiene pocos, o ningfin polisaciride vermanece .clara. -
la Orina que contiene mucopolisacaridos equivalentes a 5 mg. de condroitin -
sutfato o mis por 100 ml. se convierte en turbia.

Merodo;
- Aunml. de crina agregar 2 gotas de FCL 5 N.
- Mezclar,
- NgTegar 2 ml. de Albumina Acida 0.1% en huffer acético 0.1 M. pil - -
3,75,
Mezelar.

- Reposar 10 mirutes.

= Observar turbidez contra un blanco de agua, ¥y un standar de 5 mg. de
condroitin sulfato, en 100 ml. de agua destilada.

Prevaracifn del Reactivo de Albamina Acida.
Albuming 0.1 % en Buffer Acbtico 0.1 M, DB 3.75,

- Disolver 13.6 gr. de Acetato de Sodio Tri-hidratado en 800 ml. de —
agua destilada y agregar 5.7 ml. de Acido Acetico Glacial mfs 1 gr.—
de Albumina Scida bkovira.

= Ajustar el pH a 1.75 con Acido Clerhidrico 10 N,

- Esta solucifn pemanece indefinidmomente a 4°C.

- Usando &cido hialurfnico y albimina sérica de coballo acidificada se
ha encontrado que la turbides mixima se Gesarrolla a pH 3.82, la tur
rider es dismirids si el o es supericr o inferior a este valor.

- El desarrollo ée la turbidez disninuye ceands las fuerzas ifnicas —
aunentan.,  Esta chservacifin muestra la importancia de usar corinas —
dializadas,

- Bl tianoo de lectura debe ser uniforme, va que se ha cnoontrado cque-
1a turbidez aumenta con el tiempo,



26

- El grado de turhidez, en esta prueba varfa segfin el tipo de mucopoli
sacaridesis {esta variacisn se gbserva en la intensidad de 1a turbi-
dez).
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PRUERA DR TURBIDEZ DE CIORUPD
BE CETTL PITIDDNILM

Fundanento:

Les mucopolisacirideos urinarics y mucogroteinas se precioitan &n un me-
die Scido (Buffer citrato pHE 4.8 = citrato de sedio y dcido cletrico) por la-
formacitn de un capleje con el clonwro de oetil pividinfun {PC} precivita-
ble, el cpal forma una turbidez directawnte precorcional a la cantidad de -

mucopolisciridos presente en la orina.
MEtodo:

A 1mi, de orina filtrada agregar 1 ml. de mactivo de ¢loruro de cetil
piridinium.

Dejar reposar a tomperatura ambiente por 10 minutos.

Transcurride el tiompo chservar turbldex.
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PRUERA DE AZUL DE TOLIJIDDMA:

FUNDARMENTO: Esta prueba ha sido vsada camp medio para revelar la pre—
sencia de condroitin sulfato en orina debido a las propledades metacromiti—
cas de este carpuesto. Berry y Splnanger, observaron que las orinas de con-
troles normales daban un resultado negative cuando se probd directamente ceon
el oolorante, con &sto en mente disefarcn una prucba simplificada en papel -
filtro, para nifies con Sindrome de Hurler. Qon este procedimiento 1os mucope
ligaciridos fcides se tifien metacramdticamente cuando se@ encuentran presente
en la orina.

METODO:

- Disalver 1 gr. de Azul de Toluidina en una solucién que centiene 400
ml. de acetona y 100 ml. de agqua destilada.

= A un papel filtro Wattman Mo. 1 aplicar 25 microlitros de orina de 5
microlitros en 5, dejando secar entre cada aplicacién.

~ Sumergir el papel filtro conteniendo la muestra seca en una caja de-
petri que contiens uncs 20 ml. del rvactive por uvn tionpo da 45 se——
qundos, contades ccn reloj.

- Sacar el papel una ver trascurrides les 45 sequndos y sumergirlo en-
otra caja de petri que contiene una solucifn fresca de Acido AcBtico
al 10%, esto es con el fin de aclarar la tincién, por un ticmpo de -
45 minutos.

= Dejar secar campletamente el papel, una vez transcurridos los 45 mi-
nutos y evaluar la tincidn de la mancha.

RESULTADCS E DNTERPRETACICE:

POSITIVO: Aparccerd una mancha color plirpura.

KEGATIVO: Mo se tifien con el colorante.

- Ios recifn nacidos normales en ecasicnres tueden dar pruebas positli—
vas,

= Un borde débil de metacromasia alrededor de la mancha se considera -
una prueba negativa,
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METODOLOGIA::

AMINCACTIOS

las técnicas para la detecci®n de aminoScidos en fluidos fisiolégicos-
son simples y confiables. la dispondbilidad de estas téecnicas han hecho po-
sihle programas de tamiz, para la deteccidn de aminodcidos ancrmales en dife
rentes problacicnes. Camo resultado de estos estudics, sobre 30 errcres con
génitos del metakolisto en el cual auincScidos ancrmales, ya sea prﬁmrios o
securdarios, han sido ya descubiertos. En un gran nfmero de estos desSrde-—
nes, son exXcretados motabolitos anomales, mas gque anudnodicideos. Los hallaz-
gos de estos compuestos por priuehkas quimicas simoles preliminares ncs dan ——
una idea de la existencia de ancmnalidades de ominofcidos y una gula para es
tudios futuros.
PRUZEAS QUIMICAS:

Muchas de las pruchas quimicas para la deteccifn de metabolitos anorma
les de aminofcidos, son no especificas y reaccicran con un grupo de substan—
ciad cam una prucba de tamiz.

PRUEBA DE CIORURD FFRRICO

Mitcdo: de Renuart.
Reactivos: Solucifn de Clorure Frrico al 109 en agua destilada.
Procedimientos
1.~ Colocar 1 ml. de crina en un tube de ensaye linpio y seco.
2.~ igregar 4 gotas de ClFo, al 10% gota a gota.
3.~ Obgervar el color.
Fesultoados e Intercretacifo:
Muchos compuestos reacclonan con cloraro £8rrico para formar varics co
leres compledos:

Desorden Color de reaccifn de FeCl3
- Fenilcetonuria
Acido fenilpiruvico Verde
= Tirosinemia
Ac. p-higdroxifenilpiruvico Verde cue desaparece ripifanente

- Infermedad ée orina de
Jarabe de Maple.
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Cambios en la ecadena de .
cetoacidosis Grisaseo con .tintes verdes.

« Histidinemia
Acide Imidazolpiruvico Gris
= Alcaptenuria
Acido Hamegentisico Azul efervescente

Para hacer un diagnSstico presuntivo de fenileetsnuria. Una prueba de
Cloruro Férrico VEPCE podria ser apoyada por una prueba positiva de Dindtro~
fenilhidrazina {DXPH), a través de una reaccifn de color ¥ la aparicisn de =
un precipitado amarille,

Una reaccidn de color con el reactive de Clorurs Férrico ha sido cbser
vada tarbi#n en Histidinemia v Tircsinemia,

PRLEBAS POSITIVAS: Color VERDE,
NOTA: Si el color VERDE desaparece lentamente en el lapso de una hora, es ca
racterfstico de Acido Fenilpiruvico.

La aparicién de un color VERDD estable sugiere la presencia de Acido -

Imidazol piruvico, o algunos otros carpuestos,
CRUERAS FALSAS NRGATIVAS: FEstas las darfin, crinas alecalinas que contergan ~
Az. Fenilpirnuvieo debido a la precipitacisn de los iones f€rrices cam hidro
xido, u oriras alcalinas por otidacidn del dcido feniloiruvico el cual es —
destruido.

Tocante al pH, Centerwall v Cols. repertarcn el hecho de que se esta—
blece en algunos métodos cue la orina debe ser acidificada, esto no es nece-
sario en el procedimiento empleado per nosotros, va cue si wo lleva a cabo—
la prueba usando de 3 a 5 gotas de solucién de cloruwro férrico al 104 con 1-
ml. de crina, la salucifn de cloruro £8rrico (pH 1.8) la acidificari contra-
rrestando cualcuier exceso de alealinidad presente en la erirma.

Si se usa una solucifn de clorurs Sérrico de menor concentracifn, con-
un volfmen maver de crina, puede suceder que se Sorme hideréxido ferrosc vy de
lugar a resultados ermSnecs.

Las solucicnes de cloruro f&rrico pueden volverse alcalinmas si se guar
dan en recipientes de vidrio v tapadas con tapenes de hule, esta alcalinidad
da lugar a la formacifin de &xido f8rrico v la scluci&n se wvuelve turbia mama-
rillenta, si se¢ obServa muy turbia debe desecharse v prepararse de nuevo.
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FUMNDAMENTO DE LA PRUFEA DE (LORURD FERRIOD:

El fcido fenilpiruvico es cxtidado en una solucifn alcalfina. Por lo —.
tanto si la orina es alcalina, o se hace alcalina por accién bacteriana, -—-
existe el peligro de que todo el dcido fenilpir(vico presente sea destruido—
¥ de lujar a una prueba falsa positiva.

SENSIBILIDAD 5 a 10 mg. por 100 ml’
ESPECIFICIDAD:

El Ac. beta-Imidazol pirfivico es la Gnica substancia, ademis del Ac, -
FenilpirGvico que da el tipico color VERDE, cbservado en esta reaccifn con -
el cloruro fé&rrico.
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PRUEBA: DINITROFENILHIDRAZINA.
(Penrvse and Muastel)

Estn plenamente establecido de cue exdisten muchos Frrores Innatos del-
Metabolismo (EDM) asociados con un marcads Incoanento en la excresi&én de 1 &
mis cetoicideos orginicos en la orina. Estos grupos de canuestos carbonfli-
cos incluyen ambes alfa-cetodcidos arantticos cano se encuentran por ejemnlo
en la fenilertonuria, tirosinesis v enfernmedad de 1a orina de miel dp maple-
que se encucntran alfa-cetodcidos alifaticos.

REACCIONES (UIMICAS:

Ia discusifn se limitari a la reaccién de estos camuestos con el reag
tive 2,4-Dinierofenilhidrazina (2,4-0NPH).  Este cormeuesto ha sido utilizado
oo reactivo experimental por varios afios, ya que forma hidrazonas oris——
talinas realtivamente fhsclubles con una variednd de oampuestos carbonilicos
alifations, ciclicos ¥ arcmiticos de importancia médica. Esta reaccide oro-
cede de la siguiente manera:

B L

C= 0+ 13{2 - NH o, CGHJ (M,)}, = C=H.M

Ry Ry
Cely G10,) 4+1,0

Asi como esta reacoifth resulta en un producto Insoluble, un precipita-
do amarillo o amarillo-blaco insoluble sa formari desouds de la adicién de -
esta ocampuesto a muestras de orina que conticnen cantidades excesivas de una
variedad de ceto canpuestss.  Estos resultxdes son ficilmente distinguibles-
de los obtenidos en crinas normales en la cual no se forma precipitads puede
utilizarse cono unn crveba experimental ripida para paclentes con condiclo-
nes patolé&gicns asociadas con un aunents en la concentracifin de cetofcidos.
HALLAZGOS NCPMALES:

Dehe sotarse gue la orina de los controles normales no estd campletas—
mente carente de alfa-cotadcidos. Con métodos suficientomonte sensibles pae
de damwostrarse, la prescencia de varios alfa—cetofcidos en las muestras, el -
mis aburdante es el Acido pirGeico v el Scido alfa~cetojlutarico. Estos cam
pIestos estin presentes en cawtidades relativoente peguefias en condicicones-
nomales, la prueba con ONPH rutinarismente da resultados negativos con mes
tras de contrales normales.
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Una posible excepoifn a esta generalizacifn, se encuentra en las rues~
tras de nifics recifn nacidos. Synderman por ejemplo reccrta que la ®H, es
mederadamente positiva durante los primeres dfas de vida, como resultado de-
un aumento en la excresidn de Acido alfa-cetoglutarico y Acido acetcoacttico.

Debe tomarse en cuenta, que las muestras de orina gue contienen cuer--
pos cetondcss, van a dar uh resultado oositive, con la grucha de CNPH. Los-
cuerpos cetdnjces, Scids acetsacitico, Scido beta-hidronibutfrico vy acetcna,
se encuentran generalmente en cantidades edcesivas cuands la mayor fuente de
energia metabSlica se cbriene dei exbio de la utiliracifn de carbchidratos—
FCT grasas.

El aumento en la utilizaci#n de grasas produce formacifn v acumlacifn
excesiva de icido acetsacttico. Este commuesto puede entconees ser cenverti-
do a acetona ¥ 3cido beta-hidrexibtutitico. Estos 3 oopuestos se excretan -
en la orina, mids se ha visto que el acido acetsacttico es el wrincipal res—
tonsable de los resultados positives de la prueba de DINPH. Asf oo la pro—
duceitn de este campuesto puede ocurric en cualquier disturhio metabSlico, -
en el cual les carkchidrates sen mal” utilizados, puede obtanerse un resulta
&0 positivo en las mestrcas de crina de pacientes que sufren cualguiera de -
las enfermadades especificas v no especificas asocixdlas con la produccidn —
de cuerpcs cetfnicos.
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ENFEFMEDAD DE LA ORINA DEL JARABE DE MAPLE
(MSUD}

ILes nifics con la forma clisica de la enfermmedad de la orina del jarabe
de maple o cetoaciduria de cadena ranificada, emiten un olor caracteristico—
cue nos recuerda al jarabe de maple a los pocws dias de nacides, los bebss -
presentan vémitos, higetonfa, cormvulsiones y muerte. Una forma intermitente
mengs severa puede aparoeer en nifios mis arandes; elles se ternan letirgicos
con vimitos y emiten el tipico olor, cuando scn sujetos a stress por infec— .
ciones, cirugfas o ingesta excesiva de protefnas, ambas formas de la enfeyme
dad pueden ser tratadas por una dieta con  restriceifn de trotelnas.

El bloques metabdlico se debe a una falla en descarboxilacién oxidati-
va de los alfa-cetaicidos hacfa dcidos grasos for una Serie de enzimas.

Los alfa-cetodcidos y sus animodcidos. antesesores, valina, leucina e -
‘isoleucina, se acumila en la sangre, <on deshorcanients oderramede orina.-
En la forma intemmitente las anormalidades se encuentran solamente durante -
las exsacerbacicnes,

Ia forma clisica es detectable ripidamente después del nacimiento, por
una prucba de iphibicién bacteriana, por exceso de niveles de leucina en man
chas secas de sangre, similar a la epleada para el tamiz de recién nacidos-
en fenileetonuria. Las concentraciones séricas de leucina, iscleucina y va-
lina, scn medidas cuantitativamente por cramretografia en columa. La alfa—
oato aciduria se detecta por la reaccifin de bDinitro=fenil-pidrazina (DNPH) -
¥ los alfa-cetodcidos individuales se identifican por cromatograftia en pacel.

PRUFEA DE DINTTRO-FENII-HIDPAZTUA {LRPH)
{Para al‘fa~cotodcides en orinal

Pundamento: Los alfa-cetcicidos derivades de las cadenas ramificadas-
de amincdcideos y cetonas, forman hidrazonas insolubles coloreadas en la ori-
na acidificada por reaccifn de los grupos carbonilo con la DAFH.

MEtados
~ bDisolver 0.7 gr. de 2,4-Dinitrofenilhidrazina (DNPH) en 250 ml. de -

Acido Clorhidrico 1 Y., cen calentanfento.
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- Enfriar a temperatura adblitente ¥ cuandarlo en frasco ambar.
~ Filtrar la muestra de oclites, si esta turbia,

~ Agregar 1 ml. de orina a3l ml. da T&PH.

~ Mezclar,

-~ Gbservar color y precipiticsdo.

Rasultados e Interpretacif. o,

POSITIVO: Precipitado blawvtxy lechoso abuncante.
MNEGATIVO: fusencia total & = precipitado.

Esta prueha se realiza oftcra un standar de Scido-alfa-cetoglutarico -
100 m3/100 ml de agua destilah, fantemer 2l reactivo standar en congela—-—
cisn de D a 5°C.

S ha reportado para esth T prba una especificidad de deteccifn de Sci
do fenilpixGvico tan pequenasiarno 5 a 10 my.
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HOMOCISTINURIA

El cuadro clinico de la hanocistinuria, una amincacidooatfa heredada -
en fcrma recesiva, simula un padecimiente heredado en forma deminante y sin-
marcadores bioquimicos especificos, Sindrome de Marfan, Ambos ticos de pa—
cientes son altos y delgados para su edad, tienen dedos largos {aracnodacti-
lia), y dislocacifin del cristalino. Ios nifies con hamocistinuria habitual—
mente presentan tracboonbolias, tienen cervulsicres v pueden sor refrasades.
los pacientes j&venes con sfindrome de Marfan por otro lade, habitualmente —
tienen mala visifn y falla cardiaca.

Los signos ¢linicos de hamocistinuria pueden ser prevenidos mdiante -
tratamiento en la infaneia con dietas espociales. Ios nifios mis grandes tam
bifin se benefician vor restricecifn de la ingestifn de proteinas cue contie—-—
nen meticnina, muchos pero no todos, tambifn mejorarn con terapia de vitomi-
na 36'

Pacientes con hamocistinuria clisica tienen poco o nada de la sinteta-
sa cistaticnina, una enzima encontrada en el higado. El sustrato para la en
zima hamocistina, es un intermodiario en el metalolismo de la metionina y es
ta normalemente ausente en los flulcdos corperales. En ausencia de sintetasa
sin embargo, hanocistina y meticnina se acurmilan en la sanare y se excretan-
por la orina. Algunos pacientes hanmocistinfiricos tienen poco o nada de la -
enzima; otros tienen sintetasa que requierc una coenzina, vitaning B

Algunos portaderes cbligados del homocistinuria cldsica, pucden ser —
identificados a través de la persistencia de niveles altes de metionina en -
suero, después de una dosis de carga. Sus leuccocitos puaden ser inducidos a
formar solamente pequefias cantidades de sintetasa en respuesta a la estimuala
cifn por fitshemaglutina, v sus niveles de sintetasa en el higado tambisn —
preden ser menor que lo nermal.

La hameistinuria es danostrable en crina por la zeaccidn de Clano—ni-
toprusiars de Brand's. Una medificacién de icnes plata de la reaccifn es -
especifica. La homocisteina y su producto de caddacién mis estable, hamocis
tina, son medidos en forma precisa por cramatografia en oplumna. Un procedi
miento especialmente valioso cuando se siguen los efectos de una terapia die
tética o por vitaminas.
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HMOCISTRA EN GRINA

Rudanento: El reactivo de cino—nitreprusiato de Frand's para conpues
tos sul€idrilos, madificado por la adicifin de nitrato de plata amoniacal, —
convierte a esta prueha en especifica para hanocistina urinaria. La accitn-
estabilizante de la plata reduce a la homocistina a la forma tiol mis rSpido
ée 1o que lo hace la cistina; con el cianure cawo un captador de icnes, el -
grupo sulfifrilo de la howeistina reacciona irmediatznente con nitroprusia—
to, mxcho antes que los grupos reactives de la cisteina.

Mitodo:

= Oblocar 1ma gota <e crina en un papel £1lto.

- Mdgregar una gota de la solucifn de Nitrato de Plata al 13 {en hidro—

xido de amonio al 3%)

= Fepcsar 1 minuto.

- Agregar 1 gota de Nicroprusiato de sodio al 1% en solucifa acuosa.

- Agregar 1 gota de Clanuqn de Sedio al 0.7%.

- Chservar desarrollo de ooler.

Resultados e Interpretacifn:

NIGATIVO: coler AMARILIO

POSITIVD: ROJD irpediatomente.

Ias mmiestas cue contignan haonocistina se torna rosa o plroura frmedia
tamaente, el color debe permarecer estable por 1o manes 1 minuto.
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CISTINURIA

Cistiruria, una causa rara de formacisn de cSlcules, usualmente se ind
cia en la infaneia tamprana o en la adolescencia. CUna vez reconoxda la en—
fermedad, puede ser controlada frecuentamente por hidratacisn, alcaliniza---
cifn o complementacifn con agentes quelantes. En algunos casos, los cilocu—
log del rifion aislades pueden ser ramcvides. Reclentemente el tratamiento -
incluye transplante renal, si el paciente presenta falla renal.

El defecto bisico es aparente en el transporte de aminodcidos a travis
de la mombrana. En particular, los tubulos renales fallan para reabsorber -
la cistina v los jeides aminados dibSsicos. Tres tipos de cistinurias y las
ammbinaciones de ellos han sido recencoidas, EL Dr. Harry Harris y Cols. —
(1953- 1955) recorocieron una forma tamprana carpletamente recesiva y uny —
forma incgmpleta recesiva, hasades en diferentes patrones de excresion de —
los partadores, Posteriopmante el Dr. Rosenbery (1966} delineo 3 formas: -
El tipo I en la cual la excresién del portador es nommal por ejemolo commle—
tamente recesiva, y tipo II y III que representan un grupo recesivo incample
to de iarris. Estes portadores scn bisxuimicaomente cistinuricos, el porta—
daor tipo II y afin mis el tipo ITI. Los fornxlores de cilculos homocigotos =
de los tres tipos y sus combinacicnes por tanto aparecen mis o menos simila-
res.

El defecto tubnilar renal en pacientes hanocisetos para cistimuria tipo
I y II son acapafiades por defectes en la absorcién intestinal epitelial, —
el efecto clfnico por lo cual scn aparentomente despreciables.

La cistimuria bioquimica tambifén ocurre en la enfermedad de Hartnup y-
de Wilson's y en el sindrame de lowe. Es encontrada cgmunmmente en retrasa-—
dos mentales, indicando una expresién de un estado de portador cistimirico -
o recesivo, en ura peblacifn cue es mids frecuentamente tanizada que la po—
blacifn general.

La cistinuria bicqufmica en cistincsis, es una manifestacién de un ex-
oeso sistfmico de cistina.

Bl diagnéstioo bioquimico de cistinuria se realiza por cbservacifn mi-
croscopica de cristales wipicos, reaccifn positiva de la orina con la prucba
de nitreprusiaro o ura excresifn urinaria excesiva de cistina, lisina, argi-
nina vy ornitina. Bl orogreso terapdutico mucde tarbifin ser sequido a través
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de cramatograffa en columna, determinacifn de residues de eistina y comple=—
hos de cistina quelada,

Ia zigooidad vy las formas genéticas en una familia, pueden ser peostula
des de los datos bioguimicos derivados de las tasas de excresifn cuando exis
te un partador cbligado, en la familia,

CISTD@ EY ORIIA

Fundamento: EL nitroprusiato reacciona con disulfures urinarios, cis-
tina v hanocistina, reduciendoles a cmu_:ua;.tos sulfidrilos y clanuro.

La prueba de mancha de nitrprusiato es solo una adaptacifn de la prue—
ba da Ciano~-nitroprusiato de Brand's para cistina en pequehos volumenes,

MEtodo: Prueba de Clano-nitrorpusiato.

=~ 1 ml. de crina.

- Mgregar 3 gotas de sclucién de Cnitla al 5% en selucién alcocholada.

~ Pepesar 15 minutos,

- Agrogar 1 gota de Hitroprusiato de Sadio al 5% en solucifn alcchola-

da de etancl al 95% en 100 ml.
Pasultados e Interpretacifn:
POSTITIVO: La muestra se tornard rojo cGroura, esto indica cantidiales -
excesivas de cistina (10 mg/100 ml. o mis) ¥y hooeisting —-—
(5 m3/100 ml. © mis).

MEGATIVO: Las muostras nhormales permanecen Amarillas

CQualcquier compuesto con una cadena disulfuro puede dar una reaccifn po
sitiva. Usualmente orinas normales cencentradas, pueden dar una reaccita de
bilmente positiva.

Esta prueba es de particular ayuda en el diagnfscico de Haomocistinuria,
ya que sin ella, honocistina no muede ser detectarda.

La cbtencifn de una reaccifin vositiva, nos esta indicando, cue estan -~
en cawbinacidn con hamecistinuria cuardo mencs otros dos desordenes metabdli
s, en el cual un disulfuro es excretado. Estos son: Cistinuria y beta=smer
captolactato-cisteina disulfiduria.

Puede presentarse interferencia cen una droga N-acetilcisteina, cuando
esta es dada camo inhalante al paciente, ya que se excreta caw Acetileisti-
na y Acetileistina-cisteina cue es una tmezcla disulfure, por lo que amos Can
puestos reaccionan con el reactive de Clano-nitroprusiato.
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PRUEBA DE NITROSCHASTUL para determinar concentraciones elevadas de -
catholitos p-hidroeifenflices en crina.

PRINCIPIO:

En un reporte de Perry y Cols, se describen un nimero de pruebas selec
tivas en orina, groocrefonando detalles schre el uso de nitroscoe-naftol, cowo
N recurso para detectar paclentes con tiresinemia.  El uso de este camwes-—
to para detectar tircsina parece haberse originado en les reportes de Garne—
gross, Voss y Herfeld, en Ics cuales se establecid que la tircsina y el 1l-ni
troso 2«-naftol en la presencia de 4cido nitrico reacciona para formar un co-
lor rojo plrpura.

tiresina+ nitrosonafiol _ &cido nftrico ~=——=-p» rojo plrpura

Este grupo proparcicnd evidencias de que la reactifin es especifica pa-
ra fenoles substitfdns en posici®n para, las cuales la oosicifn orto no es -
sibstituida o bien tiehe un grupo metilo. Posteriormente Thomas modifich . -
el procedinfento aumentando la acides con HCL; diluyendo el Scido nitrico y-
montrolando la tomperatura vy de este modo evitar la inestabilidwsd, del color
lo cual era una seria objecifn en el procedimiento original.

fn otros inteantos para evitar la inestabilidad del complejo rojo Unden
fried ¥ Cocper: calentarcn la solucién de conpuestos para-fenolices (cirvosi-
-3 o tiranina) en la gresencia de Sido nivtrico v reactivo de nitrosc-naftol
durante un lapso de 30 minutos. Este procadiniento tiene cone resultado lo-
conversitn de un camelejo rojo inestable aun camwplejo amarillo estable el -
cual despuss de la separacién del exoeso de nitrcso-raftol podria ser medido
en un espectyofotimetso.,

Underfriend v Cooper tombidn agrogan pequedas cantidades do nierito de
sodio a la mezcla de la reaccifin para evitar la inhibicifn de la reacifn la
cual ocurre bajo clertas cendiciones con filtrado libre de mrotefinas usandc—
el dcido sriclcro=-dcetico oono agente rrecipitante. Porry v Cols, usaron —
nitzito de sodio en la reaccidn, pero no wsaron el calentyniento, La roac--
cifn llevada a cab en osta modalfdad en la cual la cyesencia de cormuesto -
cara-nidroxilades dan oomo resuleado la formacidn de un ooler rojo naranda. -
febido a que la rrueba del nirrpso-naftal cara hidvoxifeniles da la fopma-—
cifn de un counpiesto coler rode en el procodimientd anterior de Perry, 10O es
necesaria la separracifn del nitrcsc~naftol que ne reaccicna tava Interpretar
el resultado de la prueka.



41

PRUFEA DE NITROSOMAFTCOL:

REALCTIVOS:

Acido nitrics 2.63 N: afiadir 10 ml. de HW,, conc. a 50 ml. de agua destila-

da.

Nitrito de scdio al 2,5%

1-nitrose-2-naftol a 0.1%: Disolver 100 mg. de nitroso-naftol en etanol al -

95% y dilufr a un volumen final de 100 ml. con etanol al 954, ‘

NOTA: Almacenar las soluciones de nitrito de sodio y nitroso-naftol en refri
geracifn, esta no debe ser menor de 5°C.

La solucidn de nitroso-naftol debe almacenarse en frasco Snbar, por un tian—

po de 2 meses.

METCDO!

En un tubo de ensaye, poner 1 ml, de Scide nftrico 2.63 N.

Afiadir al tubo 1 gota de nitrito de scdio.

Aiadir 0.1 ml. de reactive de nitroso-naftol.

Mezelar por agitacidén, y afiadir 0.15 ml. de orina.

Mezelar cpor aaitacifn y cbservar la presencia de color, pasades 5 min,

RESULTADCS :

La avaricifin de un color RATO-HARANIA indica una prueba positiva.

la persistencia de un coler AMARILIO indica una prueba negativa.

Los resultados sigquientes han establecido gue:

CO-PUESTO QOCENTRACTON COLCR DE REACCICN
pP~hidrexdfenilacttico 100 my roje
prhidrexifenilpirtGvico 200 mg. rojo
prhidresxifenillictico 100.mg., mijo
o-hidrexifenilacético 100 mg. café (negativeo)
fenilpiruvato de scdio 100 mg. negativo

metabolitos del Scido-
acetilsalicilico en orina. - nogativo
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REFERINCIAL:
Perry, T.L. Hansen, S., y Mac Dowgall L.; Jour Canad. Med. Assn., -.—
95:89, 1966.
Mo, Cormick, B. Yoursy, S.K., and Feods, M.N. Clin, (him, Acta 12:216,-
1965.
Ulen Friend. S. Titus, E. and leiss bach, H.: J, Biol, Cham., 216:499,

1965,

FINDAMENTO E INTERPRETACION:

Perry ¥ Cols, describen el uso de nitrosonaftol, camp un recurso para-
detectar pacientes con tirosinaniaz. El uso de este campuesto ocarece haborse
originas en los repovtes de Geyngross, Voss y Herfeld, en los cuales de es-
tablecis que la tirosira y el nitroscnaftol en mresencia de Scido nftrico --
reacciona para formar un color rojo pirpura, este grupo prooorciond eviden—
cias de que la reacciln es especifica para fenoles substituidos en posiclén-
para, posterioonento Thomas modificd el procedimients aumentande la acidez -
con HCL; diluyendo el dclido nitrico y controlande la tenmeratura de &ste, —
para evitar la inestabllidad del enlor, lo cual era una seria objecifn en el
mocedimdents origimal,

Sa damestrd desle estudios iniciales que esta reaccifn no es especifi-
ca, para tiresina, ahora se sabe cue mataholites derivados de tirosina, tame
hién reaccionan con esta prueba, tales como Ac. p-hidroxifenilpirGeics, —
p-hidrexi fenillsction, prhidrewifenilacitico.
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PRUEBA DE MILICN:

Material vy Mtodo:

- Esta es una prucba cualitativa que nos mide tircsina y sus derivadus
para-hidraxifenSlicos.

- El reactivo de Millon se prepara disolviendo 10 gr. de mercurio en -
11 ml. de Acido Nitrico concentrado, y diluyendelo a 22 ml. con agua
destilada,

- Mezelar 2 gotas <e orina con 4 gotas del reactivo de Millon en una —
placa de porcelana blanca,

Resultados e Intervretacifing

POSTTIVO: El desarrollo de un celer rojo a rojo cereza.

- En crinas normales solamente una pequena cantidad de tripsina se en—
clentra presente. Fn la tirosinemia hereditaria (& tirosinesis), —
neonatal transitoria y deficiencia de Scido ascSrbico se encuentran=—
hipertirosinuria e hicertirosiluria., Ia orina de pacientes con hi—
peranincacicduria generalizada dan una reaccifn de millon cositiva co
mo resultado de la excresifn aumentada de tirosina.



44

PRUEEA CUALITATIVA PARA SUBSTANCIAS REDUCTURAS EN ORINAL

Mitodo de BEEEDICT: - :
Furdamento: Bl Qui+ del reactivo cualitativo de Benedict, es reducido por -

la glucosa y otras substancias reductoras y precipita cano Qu,0 amarillo o -
rojo.

Peactivosg:

Peactivo cualitativo de Benedict: Disolver 17.3 gr. de Q.:So_t.Sﬁzo en 1640 ml,
de agua caliente. Ccn la aywda de calor, disolver 173 gr. de Citrato de So—
dio, y 10 g. de Carbcnato de Sedio anhidro en 860 m), de agua, al enfriarse—
pener la sequnda solucidn en la primera.

Procoedimiento:
Porer 5.0 ml. de reactivo de Benodict y 8 gotas de orina en un tubo de ensa—

ye y mezslar. Rervir por 3 minutos en baio marfa a ebullieifn, leer irmedia
tamente despods del calentaniento.

Interpretacidn:
La sensibilidad de la prucka bajo condicicnes Optimzs es de 50-80 my. de glu
cosa par 100 ml.  Las concentracicnes de glucosa en orinas que dan una reac~

cifn vaerde mis un precipitadeo anarillie, coen en el rango de 100-506 mg. por-
100 ml.

Sa recomienda que la reacoifn sea reportada e interpretada como sigue:

Reaceifn Peportada Concentracisn prancdio

[ '] aprow. de glucesa (m3/L00nl, )
Azul glaro u
cpacidad verde o manes da 100

sin precipitads
Verde con precipitado
aarillo 1+ 250
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HAnarillo a Oliva 2+ 800
Cassé 3+ 1,400
Anaranjado a rojo 4+ 2,000 6 mis

¥otas: Tres minutcs en un bafio de agua hirviente, equivalen a calentar oar -
2 minutes a la flama.

Estabilidad: la glucosa en orina es estable si se previene el erecimiento.mi
crobiano. Sin agregar preservativo, 4 horas a 30°C o 24 hrs. a te:t{pe:atura
da refrigerador, (no se debe exceder antes del anilisis).

Btactitud: Substancias que se han repcrtado dap una prueba vositiva con el -
reactive de Beredict estfn la Fructosa, Lactesa, Galactosa, Malvosa, Arabing
sa, Xilo=a, Ribosa, &cfido Urico, creatinina, cuervos cetSnfces, clertos ami-
roficidos, fc. oxdlico, substancias fendlicas, dc, hipurico, 4c. homogentisi
o, deido glucurfnico, glucuronatos conjuoados, caronamida, cloral, formmalde
hide, isoniazida, Sc. p-aninosalicilico, salicilato v &c. salicilfirico, Sc.-
ascOrbico a una concentracifn de 50 mg/l00 mi. La terromicina, estreptandici
na, clorotetraciclina ¥ cleremicetina, causan pruebas falsas vositivas a con

centraciones altas (10 my. perml.). ¥Mi la Penicilina, ni la sul€anilamina-
interfieren.

Valores normales:

las pruebas en orina de nifics v adultes normales son MNogatlvas., los pifios -
iornales durante los primercs 5 dfas de vida oueden excretar suficiente ga—-—
lactosa para dar una prueba positiva.

Bibliografia:

- Benedict S.R.: J. Am. Mad, Assoc. 57:1194-191L.

~ Bickel H.: J. Pediat. 59:641, 1961.

~ Free AH,, Aams E.C., Fercher M.L., Free H.M., Cook M.H.: Qlin. Chom. 3:-
163, 1957.
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PRUEEA DE ANTRCMA:  (Prueba para mediy carbohidratos)

Fundamento: Esta prueba da una reaccitn positiva en presencia de car-
ohidratos, tanto reductores caw no reductoras, por lo que no nos define —
1a nmaturaleza del carbohidrato y es necesaria la confirmacidn de la naturale
za del carbolddrato por proebas mis espec{ficas.

Reactivos: Antrena al 8.2% {PA) en H,S0; cone. .

Mbtodo: igregar 0.2 ml. de corina a 2.0 mi. del reactivo y mezclar.

Interprecacifn ¥ resultados:

Esta es una pruebn sensibiva paro no especifics, un color verde a azul-~
verde es considaerado comy una reaceidn positiva, la cual nos indica la pre=—
sencia de carbohidratos.

BOTA: Berry t Cols. han modificado el mdtodo como una prueba de mancha,
reduciendo solamente la cantidad de muestra y reactivos.

Metodo: En una placa ge porcelana blanca poner 3 qotas de orina y ——
agregar 12 gotas de reactivo de antrona al 0.2% (PA) en Acido Sulffrica, --
mazclar con una varilla de vidrio.

Resultado ¢ Intexrpretacidn: Un color verde o azfil-vernde es und reag——
ci&n poaitiva, que indica la presencia de carbohidratos.

Biblicgrafia:

Harper, H.A., Review of Physiolosic Cherestry, 12th ed., Los Altos CA, Lange
Madical Publications, 1969.
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PRUEBA DE SELLARNCOFF FESQRCINCGL,

Furdamento:

La presencia defructosa en orina se detecta al reaccicna: esta con el—
almhol en presencia de Acido clorhidrico. : :

Para la deteccifn de fructosa en orina.

Feactivos: Resorcinol 0.5% {(PsV) 3.5 ml,
H Cl conec. 12.0 ml,
Aqua, obo. 35.0 ml.

La mezcla de los reactives arriba descritos, deben ser nreparados el =
dia que se van a utilizar.

Mitodot .
En un tubo de ensaye toner 1 ml. de orina y agredar 5 mi. de mezcla de
reactivos, Poner el tubo de ensaye a bafo maria hirvients por 10 mi.

Resulerados e Intercretacisn.
El desarrello de wna colar Rojo Cereza indica la presencia de fructo-—
sa. Trazas de colcr pueden encontrarseé en orinas nommales.

Bibliografia:
- Hayper, H.A., Peview of fhysiolegic Chemastry, 12th. ed., lLange Medical —
Publications, I1os Altos, California. 1969, 11,
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PRUEBA DE OBERMAYER:

Fundamento:

El Indican urinario es de origen exfSgeno; es un depivado de un produc—
to de la hidrSlisis del triptofang por las bacterias intestinales. El Indol
preducido por las bacterias intestinales a partir del triptofano es absorvi-
do, oxidado a Indexil y conjugado con el sulfato para fomar el Indigan., —
Una persona con enfermedad de Hatnuop, mala absorcifn intestinal o coenstipa--—
cifn, puede excretar cantidades aurentadas de Indican en orina. Sin cnbaryo
un resultado hegativo, no descarta la enfermedad de Hatnup.

Peactives:
FeC13 al 0.2% en HCl cone. (PAV).
Cloroformo.

Mirodo:

Agregar 5 ml. de reactivo de E‘eC!.J a 4 ml. de orina mezelar invirtien—
do el tubo repeuidas veces, enseguida agregar 2 a 3 ml. de clorcfomro, mez—
clar invirtiendo el tubo varias veces.

Regultados e Interpretacidng
El éesarrollo de un color az(l en la cawa de cloroformo indica una -—
reaccidn positiva, y la presencia de Indican en orina.

Bibliografia:
lenviscn, S.A., and Mofate, R,P., Cbermayer Test in Clinical Laboratory Diag
nosis, iea & Febieger, 1960,559.
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PRUEBA DE SCREINDG PARA TIQSULFATO.

REACTIVOS :
= Azida de sedio al 3% en yodo 0.2 N (PA)

METODO:
Poner en una placa do porcelana blanca, un pequedo disco de papel filero -~
agregar 1 gota de crina al disco de papel mSs 1 gota del reactivo.

RESULTADCS £

Un burbujero fmeddato v la decoloracisn, indican una reaccifn cositiva.
INTERPRETACICR:

Un paciente con deficioncia de sulfivo—oxidasa excreta una cantidad excesiva
de tiosulfato, asi como de sulfito v S-sulfecisteina. Ya qua el sulfito es-

incstable la presencia de ticsulfato pucde resultar ser mis confiable en ha-
cer el dfagnbstico.

BIELIOGRAFIA:

Fiegl. F., Spor Test un Incrganic Analysis, S5th ed., Flsevier, YNew York, -—
318, 19s58.
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PRUEBA DE SCREENING PARA EL ACIDO METIIMAICNICO

REACTIVOS :
= p~nltroanilina 0.1% (P/V) en ECl 0.16 N.
Estahle por lo menos 6 meses cuando se almacena en frasoo avbar de videio,
= NaNo, 0.5% (PAV)
Estable por lo menos 4 meses cuando se almacena a 4°C.
= Buffer Acotato de Sodio 1 M. i 4.3,
Disolver 13.6 gr. de acotata de sedio-trihidratado en agua destilada, afo-
rar a 100 ml. Agrogar a esta sclucién 158 ml. de Acido acttico 1 M., ajus-
tar pH a 4.3 + 02. Estable de 2 a 3 meses cuando se almacena a 4°C.
- NaOH, BN.
Disolver 32 gr. de NaCi en agua destilada vy aforar a 100 ml.
- Solucifin Standar,
Preparar solucidn de fcido metilmalonico 0.025 M. disolviendo 147.5 mg. en
50 ml. ée agua destilada, agregar 1 gota de FCl 6 N para aumentar la esta-
bilidad de la soluciSn. Estable & meses a 4°C.

METODO:

En un tubo de ensaye poner 1 gota de orina y agregar 15 gotas de pni-
troanilina 0.1 N mis 5 gotas de selucifn NaNQ, 0.5%, fgitar el tubo breve—-
mente, la p~Nitroanilina se decolcra parciaimente o totalmente. Agrogar 20-
gotas de buffer acetato gi 4.3, para el desarrollo &ptime de color.

Porer el tubo a bafio marfa por lo mencs 1 min, Perfodes de 2 a 3 min.
no tieren un efecto apreciable scbre el desarrollo de colcr. La soluciln —-
se alcaliniza immediatanente por la adicifn de 5 gotas de MaOH 8N, Ocasio—
nalmente se requiere cel doble de NaCH. la reaceifn colorida ne se nota in-
mediatoamente,

Con cada serie de muestras de orinas, incluir wara ¢omsaracifn un blan
oo de reactivos (una gota de agua en lugar de crina) ¥ un standar de Jeido -
metilmalénico.

RESULTADCS
Desarrollo ifrmodiato de un color VERDE ESMEPAIDA después de la alcali-
nizacifn indica una reaccién positiva.
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OTA: E1 color es estable por lo mencs de 10 a 15 min.

DNTERPRETACICN:

El Scido metilmalfnico es detsctable en orina en concentracicnes de =
60 mg/100 ml. de orina.

Una puestra de orina que no contiene Gcidometilmalénico da un color ca
fesoso en muestras negativas agregar gotas adicicnales cde MaCH 8 N tara ase~
qurar el pH d& la solucifin gue debe ser arriba de 2.S5. ’

105 Scidos malfnico v etilmalénico dan un color similar, pero mis de—
bil que el metilmalénica a la misma concentracidn.

AMaunas drogas reaccionan con el diazg-reativo para clar un coler cafe-
ses0 y esto disnimve la sensibilidad de la prueba, si se obtiens un resulta
do dudoso deberd repetirse la muestra por menos 3 dlas despufs de cue el pa-
clente ha dedado de tomar el medicamento.

El icido metilmalénico no es detectable en orinas normales por esta «-
frueba de screening, por lo cue su presencia es ahormal.

BIBLIOGRAFIA;

Giergio, A.J., and Iubby, A.L., A rapid screening test for vhe detection of-
congenital methyimalenic aciduria in infancy, Am. J. Clin. Phatol. 52, 374,-
1969.
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PRUEBAS DE TAMIZAJE PARA ACIPO POMOGENTISIOO

Fundamento:  El Scido hamogentisico presente en erinas de pacientes ccon
alcaptonuria, reduce irmediatamante una solucifn amoniacal de nitrato de pla
ta a un precipitado negro de plata.

Mitodo: Agregar 5 ml. de solucifn de nitrito de plata al 3% a 0.5 ml.
de orina.

Mezclar.
2gregar 3 gotas de Hidréeido de Mmonio al 10%.
Chservar la aparicifn del <olor.

Fesultados e Interpretacifn:
Positivo: Ia mazela se torma negra irmmediatanente.
Megativo! No se chserva ningln caibio de color en la mezcla.

La enfermecad es rara y se hereda en foma autosfmica recesiva, algunos
pocos partadores cbligatorios, se sabe cue excretan pequefins cantidades de -
Scicdo hanogentisico en orina, la mayor parte de ellos sin embargo ne han si-
do identifjicados por medics bioquimicos.

Las pruebas bilocufmicas de la cenfermedad dependen principalmente de la-
identificacidén del dcido homogentisico en orina mediante sus prociedades re-
ductoras ¥ movilidad cromatografica.

51 la prueba acnui descrita nos diese pesitiva, se debe proceder a su -+
confimacifn cromatografica.



CAPITULO IIT
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METCOOLOGIA DIAGICSTICA:

Cen los avances cientifices ¥ tecrwlbgices de las (tilas décadas, ac——
tualmente es posible aplicar wiao hter<a de procedimfentos de laberaterio —
cualitativos y cuantitacivos, faears la ddentificacifn de un gran nimero de -
errores innatos del metaboligy..,

Dos de las grincipales crmpseuencias de un blogueo metabdlico, impues-
to por una deficiencia enzimitio ¢3 genfticrmente deteminada sen: la acirmla-
cifn de los metabolites anteriom.ped.al. Dleoqueo metabdlico ¥y la deficiencia de
les metalolistos posteriores. K para la identZficacién de los metabolitos es-
pecifices presentes en concerrz—cltnes arormales en la sangre y orina se uti
lizan bisicamente 3 tipos de nivSeades:

L1.- PRUEDAS QUIMICAS CULLLITATIVAS: do cooler, turbidez v precipitacifn.
En la mayorfa de las pruebas loics reac—ivos se agregan 2 la erina licuida o -
&sta se agrega a un disco de prmpel filtro imprenado con los reactives. Por
medio de estas pruehas se puedesn {dentificar miltiples descordenes genétices-—
que afectan el metabolizm de m=ninddczcdes, cariohidrates, Scidos oménicos ¥
mucopolisacirides.

2,- CPORTOGREAFIA BN PHE=EL: esta retodologla es particularmence (eil -
para el estirlic de log EM & =galiodcides,  Ias muestras biolfgicas utiliza-
das son crina lfquida o plasa sagufmies. EL pérodo blisico consiste, en la-
aplicacién de la muescra en wsa tira de papel filtro; la separacifn cromato-
grifica de los aminofcides, w - efectia wsando determinados solventes. Des—
mfs del corrindento crumatopr®-ifico, Se seca el papel €iltro y se aplica un-
seray de ninhideinn wara revel=_ar la posicifn de los diferentes anincicidos,-
los cuales se vigiulizan oor lo-d aricifn de manchas color plrpura.

Un sic_ema que ofrece pama excelents separacifn ¥ resolucién de los ami
nodcidos ~.onsiste en la coarblh.racin de coomatoraZia con electroforesis en -

papal filtro.

3.- PRUEBAS MICROAICLEITION: a) Dnsavos de inhibicifbn bacteriana., El-



principio de esta prueba consiste en gue la inhibici&n del crecimiento bac—
teriano producida por un inhibidor puede ser prevenida por un aminclcide, —
las estructuras quimicas del inhibider y del aminodcido cue se rrecende idep
tifjcar son Similares. Estas pruebas son estandarizadas de tal manera cue -
en presencia de concentraciones normales del aminodcido no ocurre crecimien—
to bacteriand paro si los niveles de dicho aminoicido estin elevados se tre-
viene la inhibicifn el crecimiento. Schre unia placa de medio mfninmo, de ——
agar, inoculada cen esporas de 3. subtilis vy que contiene el inhibidor, se -
colocan pequenios disces de papel £iltro Imorognadcs con sangre capilar. Deg
puts de un tisnmo de incubacifn determinado, el difmetro de tna zona de ore-
cimiento bacterianc alrededor del disco es una medida de la concentracién —-
del amincfcido de la muestra. Actualmente se dispone de ensayos de inhibi—
cifin bactariana para fenilalanina, meticnina, leucina, tirvsina, histidina v
lisina, los cuales son utilizables para la deteccifn de hiperfenilalaninemia,
enfarmedad de la crina de jarabe arce, tircsinesis, histirencmia e hiperlisi

nemila respectivamenta,

b} Una prueka microhiclSzica particularmente (til para la identifica—
cisn de galactosa es la de Paigen, gue utiliza una cepa de E. coli que es —
resigtente a la destruccifn por una bacteriffago en prescencia de galactosa -
o lactosar en este caso oawrrird crecimiento bacteriano alrededor de los dig
cos Imregradcs oon sangre provenilentes de un individue con galactosomda.

4.= PROCEDTMIENTCS ENCDMATICONS CE TAMIZAJE POR FLINFERSCIICIA:  Estos -
grocedimientss son ensayos enzimiticos cualitativos disefiades para la {dentyi
ficacifn de defectos enzimiticos espeei<ices per fluorescencia usando eritwro
citos coamo material de estudie. mxisten procedinientos de tamizaje oor ~-=--=
fluorescencia para la identificacifn de los siguientes FIM:; a) galactesenia-
por deficiencia de la transferasa o de la epimerasa fde galactosar b) immgnee—
daficiencla combinada grave por deficiencia de adencsina desziinada; ¢) hi—
perargininemia por deficiencia de arginasa; d) metaheénoglcbinerda por defi-—
ciencia de metahonoglebina reductasar e) 10 de les 14 EIM del erotrocito aso
ciades con sindrames hamoliticos. Por la gravedad del cuxdro elinico v por-
la posibilidad de terapia, la deteccién temprana en las rrimeras tres enfer-

medades.
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La funcifin primaria de todos los procedimientes sefialados anteriernen-
ta es de seleccifn, un resultado mesitivo en cualcuiera de las pruebas cons=
tituye wna indicaci®n para la edecucifn de estudios hioquimicos confirmato—
rios. Las grandes ventajas de estos procedimientos sen su sencillez, €acili
dad de implementacifin ¢ bajo costo, caracterfsticas tales gue hacen posible-
la aplicacifn de estos mitcdes a un nimero elevado de individuos con el cbje
to de tamizar para EIM. Esta metodologin se utiliza bisicarente en dos ti—
pos de peblaciones: reci®n nacides de la poblacién egencral para detecciln -—-
terrana vy pacientes de consulta hospitalaria con sospecha de enfermedad he-
reditaria, oon fines diagnéisticos y terapfuticos.

5.~ PRUEBAS OOXFIEMATORIAS: La identificacifn del metabolito presente
en cantidades anopmales o la positividad para un ensayo enzimitico cualitati
vo cenducen al reconocimiento del cicle del blogueo metabSlico vy a la confir
macidn del mismo por dos tipos de procodimientos: al cuantificacitn del o ==
Ios metatolites y b) cuantificacién de la actividad de la enzima afectada —
en eritrocites, leucocitos u otres tejidos obtenidos por biowsia.

Yarias protefinas no enzimiticas (homoglcbkina, aptoglobinas, irmmuncglo—
binas, albCmina, transfarrina, fibrinfgeno, alfa-l-antitripsina, seruloplas-
mina, etg.), imvolucradas en desordenes gentticos pueden ser identificadas -
por tiécnicas electroforéticas frecuentomente los signeos y sintomas de los —
diferentes EDM scn inespecificos, lo que dificulta el establecimiento del --
diagnfstico ¥ consecuentomente el tratamiento; por esta razdn, la bisoueda -
de ancrmalidades metabflicas en pacientes con enfermedades (procbablamente ge
néticas) no diagnosticadas debe ser una prictica médica sistomitica.

Si bien puede efectuarse un clevado ntinoro de procedimientss para la -
deteccifnde los EDM on laboratorios con recursos técnicos, la metodologla —-
cuantitativa para la confirmacifn de defectos esvecificos requiere ecquipo y-
recurses soflsticados, disponibles finicamente en centros hospitalavios de —
concentracién, los gque pueden funcicnar come centros de referencia.  La medfl
¢ina institucicnal ofrece las condicicnes Sctimas para este tipo de activida
des asistenciales.
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DIAGNCSTICOD PREATAL.

Miltiples FIM pueden ser detectados en el feto In utero a través de la
cuantificacitn de actividades enzimiticag especificas en células fetales ob—
tenidas mediante la aspiracifn transabdeminal de liquido amniStico del ftero
(mmniocentesis). Otro enfoque para el diagndstico prenatal de ETM implica -
el anilisis del DA de c2lulas fetales con endocnucleasas de restriccifo, --
Estas enzimag son endodescexirribonucleasas que reconocon v ocortan secuencias
especificas en el DXA: dichas secuencias normalmente estin compuestas de 4 a
6 pares de bases y cada enzima de restriccifn reconoce una Secuencia especi-
fica ¥ corta de Dt en un sitio preciso de esa secuencia. Las endonugleasas
de restriccifn general fragmentss de DMA de diferentes lengitudes, los cua-=
les se pueden scparar por electroforesis de acuerdo a su teso molecular, pos
teriormente les fragmentos de IHA, que contienen determinados genes, mueden-
ser Identificades por la téenica de hibridacién con XA carplerentario o con
secuencias de A de canposicifn conocida marcados con wn isbtoro radicacti-
vo; finalmente la iocalirtacifn de fragmentos especificos de DA es por moedio
de autcrradicgraZffa. Con este tico de mecodologia es posible diagnosticar -
EPM independientemente de que les vroductos de los genes mutantes noe so ex—
Fesen en las células del ligquido amiStico y el diagndstice ouede hacerse -
ror el anilisis directo de la estructura del genh ancrmal o por anfilisis de =
ligamiento,

Andlisis dirvecto de la estrutura del gene ancrmal:

los primervs desSrdenes gendticos éiagndsticados prenatalmente por ——
andlisis directo de la estructura del gen ancrmal fuercn las alfa-talasomias,
antmias hereditarias caracteriZadas poruna sintesis disminuida o ausente de-
las cadenas alfa de la hemoglebina. la causa mis comiin de las alfa-talasew-
mias es por deleccién. Da deleccifn de uno, dos, tres o cuatro genes alfa -
origina el estrado portadcr silencicso, el raso de alfa-talascnia, la enfer-
medad de hamoglebina H respectivmanete.  Por la oravedad del padecirdento el
diagnéstico prenatal eszi indicado solo para la hidrooesfa fetal wor medio -
del andlisis de A de células fetales para determinar la presencia © ausen-
ecia da genes alfa, EL diamnéstico daba incluir el anflisis del A del feto
¥ de sus padres. Este tipo de estrateqia diagndstica es aplicable a todes -
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aquelles desfrdenes genétlcos, siempre y cuando se disronga de DMA cormlemen
tarios especificos para determinar la distribucifn de secuencias especificas
en los fragmentos de D por hibridacisn molecular.

AnSlisis por ligamiento.

5S¢ ha descubierto que el DA que no esti implicado directamente en fun
ciones codificadoras o regulatorias es polimfrfico v que este voliformismo. a
nivel de secuencia de nucledtides I(no reconcibie fenotfpicamente) puode alte
rar sitics de reconccimiento para endenucleasas de restricclén o camblar el-
tamafio de un fragmento de restriccifn, Los polimorfismes en sities de reco-
mocimiento para endonucleasas de restriceifn, adyacentes a genes que condu—-—
cen a enfarmedades, Se pueden usar como marcadores genfticos para el diagnds:
tico prenatal de EM. Asi por ejawlo, el descubrimiento de un colimorfismo
en el sitio de reconccimiento de la enzima de restriccién Hpal, estrechamen-
2 ligado al gen estructural que codifica para las cadenas beta de la home—
globina, se utilizé por primara vez en 1978 cow marcador genftico para el -
diagnstico prenatal de la anania de ctlulas falciformes. La distrofia ms-
cular timo Duchenne v la fenilcetonuria clisica son otros ejenolos de EIM, -
gue han sido diagndsticados prenatlmente ysando cano marcadores genéticos --
polimorfismes en sitios de reccnocimiento para endenucleasas de restrieccifn,
estrechamente ligados al gen de la distrofia muscular ¥ al gen de la enzima-
fenilalanina hidroxilasa.
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LARTOS CLINIOOS A CONSIDERAR F¥ UN PACTRNTE SEIFOCIGRRDO PARA ‘MMIZ MPTAPCLYCO.

- Retraso psicauotor: leve
medaerado
prefundo
- Retraso de crecimiento
- V&mitos recurrentes
- Consanquinidad de los padres,
- Antecedentes familiares {espaficicue)
- Colapso necnhatal.,
- Fepatomegalia
- Isplenaregalia
- Iepatomegalia en menor de un are (especi€icue)
- Manifestacicnes neurclfgicas: Cermrulsicones
Heurcpatfas
Ataein
HeoAiraertonia
= Manifestaciones cutfineas: Angioquerataona difuso
Aleopecia
Dermatitis
- Litiasis renal
= Olor peculiar
- Manifestaciones oculares:; mancha rodo cereza
degeneracifn retineana
dislecacifn del cyistalino
cpacidad cormeal
- Facies toscas
- Sordera
Hipertrofia ainoival
- Manifestaciones Sseas (especifticue).



a}

b}
c}
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CRITERIOS DTt STIOCCION PAPA TAMIZ MFIABOLICO

Se egtudiaran muestras Jde orina de:

1.~ Mifes con retards mental de causa desconeeida.

2.~ Minos con rroblamas de lenquade.

3.- Nifies hiperactivos sin antecedentes de problanas perinatales.

4.- Nifios con cetoacidosis v retardo en el crecimiento (acldemia metil-ma-
18nical. ’

5. Todes 1os casos en que s@ sofoeche una abarracifin comrénita del meta—-
bolismo,

§.- Nifios con ataxis cerebral intermitente (Fnfermodad de Hartnuom).

7.~ Nifos hiperactivos cue ocasicnralmente presenten ausencias (Fnfermedad-
de Hartmen).

Ia muestra de orina deberf ser cuando menos de 20 mi.

Desoufs de st chtencién se mandard Irexliataente a la Unidad de Genética-

clinica, &n un frasoo adecuado rotilado debidamoente; 1a muestra debo ir -=-

accppalixda de la forma adjunta debidomente eserita en lo mue a datos mddi-

cos sa refiere,

5i no se manda lueqgo, se deberi mantenerse concelada y en este estado se -

enviard a la Unidad de Genftica Clfnica.
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ETEMPLOS CLIVICSS:

la edad de inicio de las manifestacicnes clfnicas es una variable cque =
permite hacer una clasificacifin gruesa de leos Exrores Tnnatos del fetabilismo.
Si bien el defecto bisico estd presente desde la conoepcifn y durante texda la
vida del paciente, las manifestacicnes clinicas po necesariamente inician al-
nacimiento o persisten durante toda la vida édel paciente. X

Asi por ejemle, mientras cue el albinisme ror deficiencia do tirosina-
sa, Se manifiesta al nacimiento, otros ZIM, coo algunas hiperliooorotefnas -
solo se mani{fiestan en edad juvenil o adulta, La edad de inicio tambidn ha -
permitido identificar variantes de una misma enferrodad, enh otras oalabras, -
las manifestaciones clinicas de un migno M pueden fniciarse en los necnatos
wariante infantil), en los escelares (variante fuvenil) o en los adulbss —-—
{rariante tipo adults).

Un ejamlo de este EIM, es la gangliosidesis tipo 1 6 G en la cue se-
han descrito, las 3 variantes: Infantil, Juvenil y Adulty,

Indepardientomente de las manifestaciones clinicas en los recién naci--
dos dependeri del DM en cuestifn, algunas de las manifestaciones, tales cawo
ictericia, hiroglicemia, diarrea, vimitcs y trastormos neurcl&Ticos, son oo~
mnes a diferentes Errores Innatcs del Metabolismo.

En 1o que se refier~ a la severidad de las manifestacicnes clinicas, al
gunos I son asintamdcicos y no tienen censecuoncias, tal es 21 caso de la -
pentosuria esencial, en tants cue otros letales cano lo es la gangliosidesis-
tipo IT & G2, Fn varics EDM la severidad de las manifestaciones clinicas de
renderf de la interaccifn dal paciente con el medic amblente, eiewlo Galacto
senia Clasica y FTenilcetcruria.

Virtualmente el defecto de cualouier via metabflica conduce a retrasg =
mental. Asf, se han descrito It cue afectan al metabolisre de los amincfci-
dos, de corbohidrates v de lipidos, as! coro de melécualas cornladjas, de ooo—
tefras plasmiticas, bilirmahinas, vitaminas, electrolitos v elewmentos traza,-
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que scn causa de Tetraso mental.

El cuadro de severidad del dafo al sistema nervioso central (S.N.C.), -
es difarente de enfecnedad a enfemmedad v de paciente a taciente con la migma
enferredad. Dor ejemplo en feniloetonuria clisica el cuadro estd caracteriza
do por dafo fundamentalmente en la capacidad intelectual, sin afeccidn o sola
mente en forma breve, del sistema extrapiranidal y del sistema nervioso peri-
£&rico, en contraste cen la enfermoddad de Tilsen, la cual camusente inicia -
con sintomas extrapivemidales o psicttices, mientras cue el retraso mental se
instala mis tardimmente. La diferencia en la severidad del dafic se ejerplifi
ca con las variantes Jde la enfermedad do la orina del jarabe de arce: en el -
tipo intezuitente, el curso de la enfermmedad es relativamente benigno, en tan
to que en la variedad cldsica o aguda el deterioro del S.N.C. es crojresivo -
¥ grave. Tanbifn existen difercncias en la conducta de los pacientes. Por -
ejemplo, la conducta plicida y alin amigable es frecuentamente chservada en pa
cientes con mecopolisacaridosis tino Purles, mientras cue una conducta agresi
va es canin en los pacientes con sindrame de Lesch-tiyhan.

La mayorfa de los EIM conocideos, son cdebidos a defectos ecazimdticos in-
tracelulares & a ancrmalidades de transporte a nivel de membrana celular,

En esta seccifn se incluyen, los simuientes ejoroleos clfinicos: Feniloe—
tonuria, camw ejarplo de un EIM, debido a defectos enzimdtdicos intracclula-——
res; Cistimuria, coo ejonplo de EIM, debido a anormalidades de transporte a-—
nivel de la meambrana celular; los substratos afectades en cistipnuria son meta
bolitos pecuefies (aninodcidos); ¥y finalmente incluiremos aruellas enfermoeda—
des para las cuales se realizaron las pruebas montadas para esta tesis.

FINILLTTOHURIA:  Es un FIM, cque s¢ nroduce ¢om consocuencia de la do—
figlancia genéticarente controlada del sistoma fenilalanina hidrexilasa, el -
cual cataliza la conversién de la fenilalaninag en tirosina en el hinado, estd
constituido par 2 ensimas; fenilalanina-4-hidroxilasa ¥ la dihidrenterina re-
ductasa, y se recuiere la particizacién de la ccenzima tetrahidrobicpterina.-
La falta de cualimera de estos tres coxocnentss da lujar a un defects en la-

hidroxilacién de la fenilalanina v, mor tanto, ocasicna fenilcetenuria.
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Fig. 1. Sistema fenilalanina hidrcxilasa

1) Fenilalanina 4-hidroxilasa, v

2) dihidropteridina meduciasa

En fenilecetonuria clidsica, el defecto en la actividad fenilalanina 4-hi
druxilasa crigina una acumuelacién de fenilalanina (Valdivieso v Cols., 1977},
¥ ao consecuencia, un incromento de la concentracifn de sus nroductos neta-
bilicos. =fenilpirrato, =fenillactato, ‘enilacetato, CH-fenil-acetato v fent-
let{lamina, entre los princimales- on todes les tejidos vy £ilufdos fisiolé&gi—
ccs de los pacientes no tratados, Il tratamiento oon una dieta de bato conto
nido en ferdlalanina ddmminuve sus niveles v creviene los sintaas clinicos -
de la enfermedacd. N las hiperdenilalaninemias maliagnas (deficiencia en te—-
trahidrebiopterina), sin embarce, el déficit en la actividad dehidronteridina
reductasa 0 en la eoncentracién de dihidreoteridina Ja lumar a la falta de —
respuesta clinica a la dieta baja en fenilalanina.

Las caracterfisticas clinicas fe la enfermcdad son: retraso mental cro—
fundo, microcefalia, hinopigrensacifn v uma serie de sintomas neurolSricss —
v de concacta, tales oao convulsicnes, hiperactividad, agresividad, agita——
cifn v nallias en el electroencefaloorama. La maveria de estos sineomas de
saparecen oon la dieta, sin embarge, otros oW el retraso mental son irrever
sibles ura ver producidas.
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Desde el punto de vista bioquimico se puede interpretar aque los sinto—
mas clfnicos irreversibles refledan dafios estructurales permanentes, mientras
que los reversibles son debidos a defectos funcicnales transitorios,

A pasar del gran nimero de estudics schre la patogenesis de la fenilce-
tonuria, el mecanismo por el que la fenilanina v/o sus derivados metabSlicos-
oroducen disfuncifn cerekral es atin chijeto de investigacifin. Varias lfineas -
de evidencia experimental sugieren dos causas principales de la disfuncifn —
cererral en la fenilcetenuria: mielinizaciln defectuosa y alteraciln de la —
sintesis de aminas neurotransniscras.

Mielinizacién defectuosa:

El fenilcetopfirico nace mentalmente normal ¥ va sufriendo una nérdicda -
progresiva de inteligencia durante los primeros afos de vida, nrecisamente —
cuando se estd produciendo el proceso de mieliniracifn del sistera nervioso =
central.

Puesto que parece prcbable la fcrmacifén de complehos protefna-coleste-——
rol-fosfolipidos cow precursores de las mielinas (€iq. 2}, las alteraciones-—
en la coyposicifin y estructura de las mielinas observadas en macientes ‘enil-
cetonfiricos, pueden deborse a la inter©erencia en la sintesis de cualouiera -

de sus camponentes.,

Mminoicidoe Glucosa Cuertns Catfnicos

pinmvato

Aoetil-Cod

cx

Cl-:nfrg ia

Prot&faas Fos©oleolcls lesterol

——
MOELDRAS

Fig. 2. Escuema de la sintesis de mielina.

Ia fenilalanina interfieve con la sintesis de protelinas en el cerebro -
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a través, al menos, de éos vias diferentes: disninucifn del contenido de aming
4dcidos libres debida a la inhikicifn de sus mecaniswcs de txansocrte (Valdi—
viesos y Col., 1977), v la reduccifin del t®R iniciador,

Ios estudios realizadns en ratas oon fenileetormuria experimental han —
o-strado gue las altas concentracicnes de fenilalanina ciroulante interfiaren
oot la glucolisis, danto lugar a un descenso de los niveles de piruvato (Gime
nez y Col., 1574). La inhibicién de la glucolisis en el cerebro =uede ser —
un factor importante en la patogénesis de la desfuncién cerebral en la Zenilce
tonuria, debido a la disminueifin en la cantidad de acetil-Coh @isponible para
la sintesis de lfplides en el cereklro. Por otra parte, la inhibicifn de la ==
I-hidrestibutiratn deshidrogenasa hendrica por el feniloiruwvato, dando lugar =
a la disminucién de las ¢oncentraciones de 3-hidrexibutirato en sarvre miede-—
contrifnir en este nisme sentido (Gimére= y Col., 1977).

lea cuernos cetlnicos (3-hidrexibutirato v acetato), cue son troducto -
del metaboligno hepitico de los &cides grascs, son ucilizades activanente nor
el corebro en desarrollo. los estudios realizadcs sobre los efectos de la fe
nilalanina y sus metabolitos schre las entimas de la cetolisis en el cerebro-
de ratas lactanres han domecstrado cue, estecialmente, el feniloiruvato inhike
las actividades J-hidreximitirato deshidrononasa v d~exodcido Con - transfera
sa, que scn las enzimas claves en el proceso de utilizacién de los cuerpos —
cetfnicos en el coraebro irmaduro {(Benavides v Col., 1976}, Fsta inhibicifn -
da lugar a una disndnucifn de la acetil-Cad dismcnible mara la resviracifn —
en la mitccendria, asi como para la sintesis de colesternl v Scidos grascs en
el citosol (figura 3). Pucsto cue los wrocescos de mieliniracifn y cetolisis-
son paraleleos durance el verfodo de desarrollo del cerebwn, ¢cualcuier irhibi-
cifn de la utilizacifn del cuervo cetfnico durante las vrimeras etapas del de
sarrolls meeden tenar efectos Deriudiciales schre la mielinizacifn,

Se muede afirmar (e la inhibicifn Ae la utilizacifn de cuerpos cetfni-
s, junto con la de glucolisis v ia dis-inucién de las cencentraciones de —
aminodeides en el cershro, ouede esmlicar la patogénesis del rerraso mental -
caracterfstico de la fenilcetcnuria, medisnte un mecanismo cue irplica la for
Tacifn defectuosa de mielinas duranee ¢l perfodo de desarrollo del cerebro, -
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Fig. 3. Utilizacién de los cuerpos cetfnicos en el cerebro en la fenilee
tomaria,

Alteracicnes de la sintesis de las mminas neurgtransmisoras:.

La disninueifn de las concentraciones de las aminas peurotransmisoras =
relacicnadas con los altos niveles de fenflalanina, tawbifin ha sidp oronuesta
cano una causa de la patogénesis de la disfuncifn carebrral en la fenilcotonu-
ria.

La tirosina, cue es precursera de las catecolaninas docamina y norening
Zrina, entra en la enurcna presinfotica desde la sanqgre mexdiante un sistoma =
de transcorte deverdiente de sodio {Aracén i Col., 1981). Desmués, oor la ==
accifn de la tiresina hidroxilasa, se convieste en 3,4—"fhicrexi“enilalanina—
(DCPA), la cual se descarbexila mara dar dimmina. Lo noreninefrinag se forma,
finalmente, por la accifn de la denandna beta-hidroxdlasa, €imuza 4.
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Se ha abservadn que la fenilalanina inhike la tirasina hidroxilasa, el-
fenilpinmare, la DOPA descarboxilasa, ¥y el praducts de la condensacifn de la
dopamina con el fenilpiruvato inhibe la dovamina beta-hidrexilasa. Por atra-
parte, la €enilalanina inhibe marcadamente el transporte de tirosina a través
de la membrana cresinfotiea (Aragfn v Col., 1582), Puesto que, seofin parecs,
el transporte es el paso limitante en la sintesis de catecolaminas, esta inhi
bicidn puede ser la causa mids probable de la disninucién de esta aminas en la
feni lcetonuria. :

!‘b{egxinefrim Ferq.tcruna
1
'.‘!::!I;anina S-hiﬂxt:z‘a‘.t:im‘.am
i
DOPA Triptofano
" A
’:‘iiosf.na - b‘a+
Fy
mat -
I
tJa" !Ia+
Tirosina Trintafans

Fig. 4. Sintesis de amina neirvorranstisoras en la neurona cresindptica.

El S~hidremitroptofana, el cual se forma en el cerebro sor accifn de la
tritxSfano-hideroeilasa, es el oreclursor de la ronoarina newrotransniscra sern
ton{na {S-hidreni-toiptaminal. Cstudios exprimentales han demostrado aue la-
fenilalanina inhibe la sincesis de serotonina, neor aceién schre la hidroxila-
cidn del triptéfano v la descarbolixacifn del S-hidrexitriotSfann. Pero al ~
iqual que con las catecolaminas, el paso limitante de la sfntesis de la sero—
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tonina es el transporte del amincScido precuwrscr. ELl transporte del tripts—
fans a través de la membrana presinfiptica se realiza rambi&n mediante un sis-
tana osmético - dependiente de sodio ¢ue se inhibe por la fenilalanina (He-
rrero ¥y Col., 1982).

La alteracifin de la sintesis de las aminas peurctransniscras ouode ser—
responsable de una serie de sintomas neurolfgicos v de conducta, Caracterfsti
cos ce la fenilecetonuria, y cue en la mavorfa de los casos son irreversibles.
Sin embargo en las hiverfenilalaninemias malicnag,coo la tetrahidrcbhicotezi-
na es tathifn coencinma de la tircsina hidrexilasa y de la trictS%ano hidrewd-
lasa, el @&8ficit en la coencima origina una ddsninucifin de las cohoentracico—
nes de dopanina v serotonina, cue persisten Incluso cuando se sanete al pa-—
cienta, a una dieta osn bajo contenido de fenilalanina,

Aurcue hasta clerto ounts, atn tiene validez la idea de Menkes (1967),-
de cue nos encontranes ledes de explicar coroletamente la matogdnesis de la .-
ancrmalidad ceretral en la mas €recuente delas amincacidomatfas, marece razo—
nable, sin embargo, ceoncluir cue el conjunto de andnmalias biccuf—icas deszeri-
tas, cenducentes a alteracicnes del retrass mantal v de les sfntomas neurclé-
gices ¢ de conducta caracterfsticos de la fenflalanina.
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TIROSINOSIS (TINCSIITMIA TIRG I, TIROSDEMIA HEREDITARIA CONGEMITA).

Modo de transmicifn:  Autosfmico Pecesivo.

Descrita por Medes 1932,
Tirpsinomia transitoria es un hallazgo frecuente sobre todo en nifos —

Prematuros {aparece con frecuencla en la deficiencia de vitamina C (escorbu——
to}. Esta puede revertirse mediante la adninistracifn de vitaina C.

La tiroginesis es una enfermedad fawal.

Pruebas de diagndsticor Prueka de Mfllen (la cual mide al Seido parahd
drestflfenilpiawico y dcide para-hideod fenillfetico).

Mani festaciones frecuentes;

~ Insuficiencia de desarrollo,

- Vdmitos,

= Pilarrea

~ Distencifin akdaninal.

- fopatcmegalia

- Hipluccmia

~ Facuitisng

Vitamina D-resistente cntse 1os crimeros moses y 4 afos de edardt.

- Hepatoesrlencmegalia

~ Cirresis nodular del hfzado

Puede presentarse tambifin:

- Teenbocitorenfa v plgmentacidn de la niel.

Ia foma aguda preduce la rwerte en el orimer afo de edad.
La forma crfnica alqunos macientes llegan a aculros.

Fs un defecto hereditario de la dideowilasaacetoagetato {FAA) v de 1o -

Hidroxilasa maleil acetoacetata ¢1AA).
Prevalencia en cuanto a sexo: Majer 21:16 fombres.

Fn la Crina encontromos: Succinil acetona vy sucoinill acetocacetona, ami~
noaciduria generalizada, fosfates, glicosuria y uricosuria.
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Distritucién mundial, con prevalencia en (uebec (Canada).

Terapla: DHeta canbinada de tirocsina, fenflalanina vy metfonina bajas -
omplementar con ¢isteina.
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HOMOCISTIUTRIA,

Medo de fermancla: Autosomico Pecesive.

Descrita pamor Cair'son ¥ Neill 1962,

— EL transstomo casi iguala a la fenileetenuria en importancia modrica.

= La enfemmedid 5o psocia a lag ananalfas del tejido conjuntive, trambo
sis y retrasonesntal.  £5 frecuente la dislocaciln del eristalina.

- Euiste seinficioncla de la Cistationina Sintetasa en el paso metab&lico
desde la Matiomina a3 1a Cisteina,

Hallazgoss Bloldaricos Caracteriszicos: MNiveles alées de howocistina v -
disul furo mistes anorima ¥ plasma a menude acompa®ado de hivermetioninemia.

Caracter—Isticas Clinicas:

= Dislom=acifn Sel Cristalino =-Cgtoonorosis

- Troboocitopemnia = Cabello fino v escaso

- Mgt grado Se deficiencia mental.

- Lad_slocacign del ecristalino se presenta despuds del nprirer afo de -
odad v 1a troopbesis artordizl y verosa sen frecuentes y pueden causar la muer-
te desde 1d =nfacia hasta lamitad de la vida adulea.

Fisivpentolozioa: Deficit de la actividad de la cistationina sintetasa -
en el higales,

- Laczistina lleqn o ser un factor dietdtico esencial para la ScrmaciSn
de las pcctenfnigs ostructurales v entimdticons cuandn su sintordis var la via de
la cistatle=niry esta hlocueada.

Dimr=dstico: M pacieates con sindrome somejante a Mar€an v nadres nor-
males,

- nam mueba de seleccidn Gril es la Mtreprusiate de Plata on oring -—
despuds da- pesitiva la prusha de Clano-nitrctmusiato,

Trt—audento s Sunloento de dieta pobrae en rmeticnina cen cisting, muede
ser necessrio para wn crecimiento permal, v o suplomento de la dieta con hamosg
rina vy cizstina.
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ENFERMEDAD DE LA ORDA DFL JARARE DE MAPLE,

Descrita por Menkes Hurst y Craig 1954,

= 1a enfermedad se caracteriza por un exceso de Valina, Leucina o Iso—
leucina ¥y s s correspondientes cetodcidos en plasma v orina,

= El nambre de la enfarmedad se deriva de un olor caracteristico de la-
crina y sudar, atribuido a un derivadeo ne ifentificado de la isoleucina.

CavacterIsticas Clinicas: )

~ En log primercs dias de vida se observa ncmalmente, dificultades en-
la nutricifn, letargia, ancrexia, rigides episodica v a veces convulsiones, .-
rigidez de descerebracién.

Modo de Herencia: Antosanico Pecesivo, afecta a anbos SoXOS.

Fisicpatologfa:

- beficiencia fde la actividad de l: descarboxilasa de la cwiena rand€i
cada cetolcida, el grado deelevacifinde la leucina es mayor cue el de otros -
aninodcidos frvolucrados.

= Estructuralmente el cerebro ruestra una formacién defectucsa de miell
ra en la sestancia blanca, astrocitosis y descenso en la oligodenxdrogalia.

Diaandstico: Por la doostracién del exceso ¢‘e leucina, isoleucina y -
valina en la <crina v sangre y por la cetoaciduria.

** L1 clor anomal de la corina parecido al Jarabe de Maple.

*+* Ia prueby del clonww f&rrico normalmente es Positiva.

** Ia prueba de D.MNLP.H, normalmente da un precinitado imediato y co——

plcse en la crina.

Prondstico y Tratamiento:

= Terapia dietetica: Suplemento de gelatina con cistina v otros aminod-
cidos esenciales distintos de la leucina, Isoleucina v Valina,

- Los nifics que presentan la forma intermedia o transitoria se tratan -
con un dieta kaja en oroteinas.

- Terapia Intravencosa ccn solucicnes glucosadas deben anlicarse durante
el estado agudo de la enfermedad.
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ALCAPTCHURTA:
Modo de Tramsnisifn: Autosanico Fecesivo.

Caracteristicas Clfndcas: 1o rresentan sintamas tanifiestos.

- Casi. todes los pacientes sufren sintmas artriticos en su seqnda 8
tercera dicada.

- Durante les primercs aflos la Grica manifeszacifn es el cscuresimfentn
éa la crina, debido a la eliminacién de alcagoora la cual en contacto con el-
aire se oxida y le confiere a la orira un color nogro § marrdn OSCUro Dermmde—
nente.

- En ausencia de la oxidasa del fAcido hwmogentisico, este se cicreta en
orina en cantidades ocongiderables,

Pronfstico v Tratanients;
- Dieta baja en protefnas v desis liberales de vwitanina €.
= El srendstico es bueno cuando no existen camnelicacicnes raras.
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MUCOPQOLIESACARIDOSIS

Ios micopolisaciridos forman parte de la sustancia fundamental del teji
do conectivo., Existen varios tiocs de ellos:
Mucopelisacaridos del tejido ootechive:

Micepol isaciridos Sitio dende se encuentran

M0 SULFATADOS

Cordraitin ’ Cornea )
fcido Bialurenicn Bmrmor vitreo

Flutdos sincvial
Cordfin unbilical

SULFATADOS :
Queratcsulfato Cornea
Cartilago
Mucleos tulposos
Heparitan sulfato Jorta
Cordroitin sulfato A omea
Cartilago
Cordroitin sulfato B pial
oraz&n
Aorta
Cordreitin sulfato C Cartilagn
Tendfn
Heparina

Todos los enunerades anteriormente son polfmercos de alto peso molecular
formado por unidades de hexesaminas y dcidos hexawrdnicos que =2 unen fornan-
do caderas largas.

Fl estidio cuimico de estas sustancias fue infciado por Kruckenbery en-
1884, cuien aisld un mucopclisacirido de cartflago con hidefxido de sodio di~
lufdo. Schmiedeberg dedujo que este material estaba unido a srotefnas v el -
sipnino fe rucopelisaciride fue sugeride por Meyer on 1929 para describir a -
palisachiridcs de crigen animal ¢ue centenfan heneosaming v oue dfan ocurrir-
en estado puro o bien conjugados con protefnas. Bl téxuino sique usindose en
la actualidad a pesar de gue Se han propuesto distintas memenclaturas.
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El conocimients de los mucpolisaciridos tuvo poco Interés clinico hasta
en 19852, en que Hurler describis por primera vez a un enferno con w Frror --
Congénito del metabolismo que dencriind "Gargolisno” v cue atribuvé a una muco
mlisacaridosis., De esa fecha al presente, se han descrito varios tivos de -
erroras corginitos del metabolismo de los mucopnlisaciridos cue se caracteri-
zan por una acumplacifn excesiva de estas sustancias en distintos tejidos y =
Srgancs, asl como por una excresién augnentada de ruccrolisacirides en orina.

las dfferencias entze 1o distintos tines de rucopclisaciridests sen --
tanto clinicas cawo biocuimicas, acertfxdcse en la actualidad ocue existen ——
cuando menos 6 variedades cue se describen a continuacifing
TIFO I. (Sindrome de lurler).

S5a caracteriza clinfcamente por retraso mental profimdn, alteraciones -

esqueldticas jas o menos tinicas, cmacidad corneal progresiva, hepatoes

plencoegalia v habitualmente muere antes de los 10 afos,

En crina se excretan canti-ades ancmales de condroltin sulfato v hema-—

ritin sulfato.

Sa hareda en forma autosfica recasiva,

TIFQ II. {Sindrame de Funter).

Dosde el punto de vista clinico es sindlar al sindrome de Rurler, perc-

tiene un curso mis benicno v se tresenta exclusivamente en varcnes,

In orina se excretan los rucomelisaciridos condroitin sul€ato y hecari-

tan sulfate.

Sa transmite en forma recasiva al crorosama N
TIPD III. (Sindrone de Sanfilicoom),

Se caracteriza por retrasa mental profundo, escasas malformacicnes es—-

cualéticas, no hay evacidad cormeal v la hepato—esolenamegalia es mode—

rada.

Exeretan heparitin sul<€ats en crina v es autosfmica recesiva.

TIPO IV. (Sindrome de tiorcufol.

Sa presentan Importantes deformidades escueléticas, siendo el inteleceo

nopmal, no hay hepatanegalia v la cornea se cuacifica tardiamente.

In grina excrecan queratosulfato.

Sa hersda en forma aucosinica recesiva.

TIPQ V., (Sindrone de Scheie).
Clinicaente scn sujetos afecmyios tienen inteligencia normal, trastor-
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nos esquelfticos moderados, e importantes alteraciones oculares con te—

tinitis pigmntosa e intensa opacidad de la cSmmea.

En orina exczetan condroitfn sulfato B.

52 hereda en forma autosfmica recesiva.

TIFO VI. (Sindpome de ¥arateawoc-ILany) .

Se presenta con importantes alteracicres esquel&ticas y cormeales, sien

do la inteligsencia nogmal. May hepato—esplenanewalia impertante.

En grina se excretan Condroitin sulfato B,

52 hereda en forma autosfmica racesiva.

£l diagnfstico de estos padecimientes se puede scspechar sobre basesg —
cliniecas, y se confirma demostrando excresicres aumentadas de muccpolisacSiri-
des en orina, particularmente si se estudia en la niflez va que hay evidencia-
de cque pasado el tierzo, alqunes enfermes dejan de excretar cantidades anorma
les de mucopolisacirides en la orina, Este método de diagnéstico es evidents
mente el (inico prictico de realizar en estudio de poblacifn, va gue 1a otra -
forma de hacerlo, dancstrando la presencia de grinulos metacromiticos en cul-
tive de filrchlastes es nuy oomplicada v no aplicable a estudics en masa,

En relacifn a la base bioquinmica de estos cuadros, recienteente se ha-
demostrado la deficiencia de una enzima labil galactosidasa en el higado y ri
Afn de pacientes ¢on los 3 crimeros tipos de ructrelisacaridosis. La B-jalac
tesidasa es una enzinma degradable que actfa scbre la hexcsidasa v es posible-
que su deficioncia pudiera explicar la alteracién de los rucormolisacirides,

= M3xico (nicanente se han descrito cascs espofadicos de familias con-
pacientes de esta naturaleza ¥ camo uno de los sintomas oue eproduce es el re—
traso mental, se ha investigado su prevalencia en grupes de nifios con dicha «~
alteracitn.
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tz las nruebas colorimitricas de turbidez ¥y mancha, la cenfirmacifn de los--
cascs tanto positivos oo necativos, se basd$ exclusivamente en datnsg clfni-
cos ¥y prnwebas radiclfgicas. Todos los cascs positivos para anincicides fue—
ron reeenfiznados en el Instituto Macional de Pediatria por la técnica de ——
Cromatografia en Capa Fina, dende ademds se efectuaron 70 tamizajes mis, pa-
ra el cntrol de calidad Se las tfcniicas colorimbtricas de Lamin motabSlico.
En esta Institucifn nos fud proporoicnada la informocifn sobre el eoueemol v
tratamiento bisicaments dietStico dn los dosardones gendticos mis conlings.

A continuacifn se desglesan los resultadeos chtenldes nara eada prueba-
de las que integran el ofnjunto do camiz metabSlico on Amcitn e su senfibi
lidad y especificidad, teniendo por entondido cue Sensibilidad es el poroen-
taje de falscs negativos dque ocurren en los eventos, y @spocificidad ccrres-
pande al poroentaje de falsos positivos nue se encusntran en las pruecbas de-

tamic,

PFUEBA: NITROSONAFTOL
(Perry v cols).

Andnodeido: Tizosina

Sensibilidad: 6.55%

Especificidad: 4.76s

PRUEDA: HNITROPRUSIATO DE SCDIO.
{Brand)

Anincdcido: Cistina y Eomocistina .

Sensibilidad: 0.0 %

Especificidad: 0.6 3

PRUEDA: CLORURO FERRICCO

(Fenuart)
Sengihilidad: 0.0 %
Especificidad: 2.8 4
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RESJLTADCS:

Se realizaren 578 pruckas de tamiz metabdlico, a 60 personas sin sinto
matologia es decir, parsenas clinicamente sanas, para probar la sensibilidad
¥ especificidad de las técnicas a inplerentar, dmde pudirmos oormrobar que -
las prucbas colorimitricas, tienen wn bajo porceontaje de falsos positivos y-
Zalsos negatives, por lo que son espectficas y omfiables, miicamente camw -
brucbas iniciales en la deteccién de un Errer Innato del Metakolimmo, sin em
bargo hay que aclarar cue todas estas hruebas, debon ser confirmadas por o=
todos mis espocifions, Sue corrchtoren el diarmbstico oo es la cromatografl
a de Capa Fina, la electroforesis de alto wolraje y la historia y datos oli-
nicos del pacisante,

Arul 5010 se mencionaran las nrucbas, nara las cuales se obtuvo un roe-
sultado positivo:

Prueba de Nitrosonafiol (mide sirosinal
Positivos nor pruchkas cualitativas 15
Positivog per Electroforesis de Alto Voltaje 6
Negativos por avbos mitodos 563
Nota: Los 6§ pacientes pesitivos por Electroforesis fueron corrcborados por =
la tdenica de crgrategraffa de capa fina en el Instituto Nacicnal de -

Pediatria de la ciudad de MSxico, ¥ se lleva n cntrol de los misnos—

para su tratamiento en dicha institucifn,

Pruehas de Clano-Nitrcprusiatg, Plata- Hiecroorusiato y Nitrcorusiato de So-—
dio de Brand. (miden Cistina y Hamociztina en orina_
Positivos por pruebas cualitativas 2
Pasitives por Electroforesis die Alto Voltaje 2
Positivos por Cromatograffa de Capa Fina 2
Negativos 375

Pruebas de Dinitrofenilhidrazina y Clorwro SBrrics

Positives para fonilalanina v derivados nor mStodos colorimdtriccs en-—
el caso e Clonuwro Férrice 3, oon ONFH 1

Positivos mor Electroforesis de Alto Voltaje 2, de los cuales 1 presen
td amincacicuria generalirada v »l otro fenilalanina aumentada,
Positivo por Cromatograffa de Capa Fina 2.

Negativos 373
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MUCOPOLISACARIDOS:: {"' "’fp 2
PRIERA: TURBIDEZ DE ALBUMINA ACTOA. g "? f}‘@
(Dorfnan) J
Sensibilidad: 0.0 3 "’/2,;4
Especificidad: 10.71 ¢ * estuxdios estecifices malizades en la tmiSn ame-

ricana estableciercn wn 17.32 % .
PRUEBA: CLORURD DE CETIL PIRIDINIUM ({<PC)
(Penniock) . ’

Sansibilidad: 10,0 %

Especificidad: 15:47 §

PRUEBA: AZUL DE TCLUIDINA (Pha. de Mancha)

(Mckusick)
Sensipilidad: 0.0 %
Especificidad: 14.29 1
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5@ presenta una tabla donde son mencicmnados los resultados &2 29 paci-
entes-que resultarcn ancchales para las pruebas de Muccpolisaciridos, de las
168 mwstras esmudiadas do nifes, en los cwe se sospechaba de wn erzer conct
nito del metabolisne. Estos 29 nifics fueron citades dias desouds, ¥ o2 les -
repitid la prucka en orina ¥ se encontrd que 21 de ellos diercn de nuevo las
nruebas positivas, esto se confirm® &2 acuerdo al diagnéstico ¢linice, junto
con las radiografias de los pacientes y adends se les realisd la trucha de -
linfocitos vacuwolades que dif cositiva en la mayeria &e ellos ¥ que €5 una -
rrueba eonfirmatoria nara muconolisaciridosis

Se cobservd d2 acuerde a log resultados cbtenides, que la prueba &= tur-
bifez da Albidmina acida, result ser la mis confiable y sencible, ya que fud
la fnica donde no se encontraron macientas falsos positivos, asi oo tampo—
<o falsos negatives. 1o cual en prinmer término nos sefala quo la preka eos -
reproducible, ya gue en wnha mqnda muestra derostrd su coenfiabilidad obte——
niendosn los misos resulrades que en la primera muestra, por otro lado en -
ningin caso, se vio gue las muestras eonsiderndas anormales en la primera -—-—
muestra, fueran nermales en la secunda,

I relacisn al hecho de que 29 de las muostras estuddadas per los 1 i
todos aqui utilizados, hayan resultado pesitives cara mueocrolisaciridos uri-
narios no puede int2rmpretarse en el sentido de cue 17.32 1 de los nifios esw
diados tongan succpelisacaridosis. En 1968, so realizf wn estudin,on ol cque-
s& f-wostigarcon varias & las pruebtas de laboratorio utilizadas para icdentie
Zicar muccpolisacaridesis, en el cual se enantrsd cue el 17.2 % de los indi-
viduos Sin estes nadecimiontes , muestran ¢ifras elevadas oon las prucbas u-
tilizadas en esta tesis. Por ctro lado, hacen alucifn también cue la proeba-
de Turbidez de AlbGmina Acida,dl pocas falsas negativas ya cue en N mas de-
90% e enfermos on Sindrame de Hurler el resultado es ancrmal.

Para poder determinar si algumo &2 los 29 casos agul doscritos presen-
ta realmente mucceolisacaridesisz,el nrimer pam es repetir la preka oonwna
nueva muestra oo Grina, ya que orm sz ove en la tahla acuf descrita en algu-
nos de los casos hubo unas pruekas positivas —or x mitodo, que por los otros
resultaron negativas. Per cmsicuiente, aquellos cases en los que 52 COrrmebo
e el resultads, deben de sor revisados desde el punto de vista clinico v es
sudiados oor mitodos bioquinicos mis crmlejos, ¢ue nos pormitan chtener re
sultades cuantitacives ¢ identificacif€n &2 los diferentes muosrolisaciridos-

excretadas.
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FESULTADOS DE 3 PRUEBAS FEARTZADAS EN LA MISMA ORTNA CE 29 ]NDIVIU.DSEUE
DIEPCH POSITIVAS, PARA MUCOPCLISACARIDCS,

CASD EDAD METCOO TURBIDEZ ALS. AC. c.p,.C PRUEBA DE MANCHA
2 10 a. POSITIVA ++ ’
-] 6 a. " +
10 7 m. NEGATIVO
11 2 . " .
12 4 m, POSITIVA +
30 4 a. L
ag 7 a. L
44 4 m, NEGATIVO
47 2 a. .
81 S m. PASITIVA +
3 2a. LI
74 5 a, PCSITIVA +
78 1 a. " +

B0 8m, NEGATIVO
82 7 a. POSITIVA +

+$$$¢$%¢+.+-+'f+I+++$++++Ii+++++
i_i_Ig{$+++++ +.¢+_++¢+++.+¢'3|5‘+.+_+-.+_+

50 7 m L
94 9 m, " +
95 4a " .+
100 1 a. LR
103 la - s
111 2a’  NEGRTIVO
11S '3 a, POSITIVA +
118 . 5 a. B N
119 2 a. o
la  NEGMTVO
122 3 a. FOSITIVO +
123 3 a. POSTTIVD ++
136 2 a. "o
146 2@,  NEGATIVO NEGATIVO
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El podar precisar quienes de los nifios estudiades, padecen realmente—
alguna forma de Mucooolisacaridesis, presentan dos puntos de vista de gran -
Interds.

En primer lugar, el de conocer, la inecidencia en nuestro medio de mco
polisacaridosls, como wna causa frecuente e mtraso mental moderado en hi--
fos ¥y ., on scqundo lugar, pormitirS informar a los padres de los nifos afec—
tades, de los riezgos de recurrencla del padecimiento, En efecto, ya homos——
seralado, quo estas enfermedades son de naturaleza herpditaria vy, pm': lo tan
to, s puocde calocular oon precisitn la posibilidad de que otros hijos de es-
tas parejas salgan afectados.
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DISCUSTION =

Dentro de la problemética general G2 los orogramas de deteccidn masiva
de Errores Innatos del Metarolisno, la fecha idfnea para la tama de nuestra-
€% un puntc imoortante que es5td muy relaciqnado con la infraestructura sani-
taria de cada pals. La pernanencia de las madres en las Matermnidades y Hos-
pitales de nuestro pals, por espacio de \n1 tierpo medio inferior a3 las 72 ho
ras, ha imposibilitads la toma de moestras & los recien nacidos antds de a-
bandmar el contro hospitalario. Tas muestras de orina tomada ma somana desg
pufs del nacimiento, es la fechn mis adecuada para la deteccitn do fenilceto
nuria y cotras amincacidooatfas y amincacidurias.

Sin erbargo existen otras amincacidcpatias que, por su ripida evolu-——
cifn y gravedad, escapan de este tiempo de seleccidn .Por ctra parte la sin-
tomatologia cuo acompania precowmente a estas enfermedades es casi siempre In
naspecifica, mmque muy frecuentemente asoclada a wna afectacifn neurolSgica
grave. Esto a hecho cue oon muchka frecuencia, eostos nematos hayan sido oon-
siderados por el clinico como posihles traumas intracraneales oon hemorragla
o pardlisis errcbral, y en la mayerfa de los ¢asos han nmasado a engrosar el-
ntnero de muertes perinatales de causa desoonocida o no bien establecida.

De lo anterior hemns amncluildo que el estudio de estos errores Innatos
del retatolisto  de amincdcidos, Gcidos orginicos interonedfarios, azicares ¢
muccrolisaciridos, han demostrado que la rapidez, tanto en la sospecha por -
parte del médico, camo, por supuesto el estudio metabSlico, sn la clave del
&xito en el diagnosticn ¥y tratanlento, Cabe aclarar que es muy impertante la
relacifn que se establezca entre el grupo mSdico y el & bicxuimica especia-
lizada, ya que existen variantes de estas enfomedades, que por ramones que-
5@ descenocen a nivel biocuimico, v ue oon frecuencia no dovenden de la ac—
tividad cnzimdtica residueal, éan lugar a cuadres clinicos mucho mds suaves,—.
a1 renor riezpo de mortalidad, pero desgraciadanchke, con wna morbilidad —
quo Lleva inberente w1 dafo cerebral ixveversible.

Alcnmas de estas enfermodades son dificiles de tratar, ¥ en alqmnos ca
g5 el diagndstico nrenatal v el consejo genftics son la ayuda kisica cue o2
pucde ofecer por ¢l momento. Sin embaro exicten otras igualmente graves,pe
ro donde el trataniento consiste en la sismle administracifn de ciertas vita
minas en dosis farmacolégicas, tal es el caso de la acidemia metilmalénica, -
en la cue el defocto congénito no estd en la protefna enzimitica sino en -
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la sintesis de la coentima necesarla para gue el sistema funcicne.

En vista de lo expuesto, podeos deducir que tanto el diag@stico ri--
pide ¥ preciso de estas amomalfas omofnitas como el estudio de su mrcaniswo
de accitn a nivel melecular, son isprescindibles para el tratamiento correc—
to y la prevencifn adecuada de las mismas.

El cbhjetive principal en la implerpntacitn de las témicas es el do —
cue sean facil de realicar, anlicables a un gran niomero de meestras, Dero al
mizmo tiempo especificas ¥ de alta sensibilidad poza cue el nimern de falsos
negativos sea lo nds recucido posible.

Quando wma anermalidad persiste en la sequnda muestra, se pone en cono
cimfento &l Pedfatra, para la abtencifn de nueva maestra, asi cooo para wa
revisitn pedidtrica del nifie, en alfunos casos, en que la primera muestra es
claramente ancrmal ¥ requiere &2 un trataniento urgente, S22 les camunica por
teléfeno o telegrama a los padres para cue acudant a la consulta, para la on
firmacifn de la alteracifn metabSlica.
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RESUMEN:

La identificacifn orecisa de wn Error Innato éel Merakoliswo en un in-
divicduo (recien nacido de la pcbiacidn general o paciente de la consulta has
pitalaria), conduce al estudio de la familia del paciente oon fines & diag-
n&stico, manejo médior y vrevencién primaria rediante asasoramionto genético
este Gltimo procedimiento tiene ror cbijeto el informar a les padres del pa—-
ciente o al paciente, de los riesgos que tienen de procrear wn hijo eon la -
misma enfermmedad, asf cow el de ayvudar a llevar a cato las dccisionr_:s anana
das de dicho asesoramiento genético es w1 mrooese && comnicacifén relacicna-
do con problemas humanos Que se generan oon la ocurroncia de tma enfermodad=
hereditaria en wma familia o su riesgo G rocurrencia. Lleva Lrplicita la in
tervencifin de tna § mds pecscnas debldamente capacitadas para ayudar a la fa
milia o individuos en los siguientes asmectas:

l.- Comprender los hechos mddioos, inclusive el dlagnfstice, la histo—
ria natural So la enformedad v atencifn o tratamicntn dismcnible.

2.~ Entender los mecanismos hereditarios por los gue se procuce el na-
decimiance ¥ el riesgo de recurrencia en parientos especfficos.

3.= Canccer diversas ooeicnes encaminadas a evitar la recuroencia.

4.= Elegir el curso de la aceifn que el consultante o los oonsultan—
tes consideren aprcplado de acuerdd a sus riesses v metas famildares, ¥y ac—
tuar de acuerds con esa docisifm.

.= Pealizar la mejor adaptacitn posible del sujeto afectador vy determi
nar los riesgos de recurrencia del madecimiconts en estudio para el resto de-
sus faniliares,

Al misno tiempo cue se educa o informa al consultante sobre estos pun-
tos, sz hace lo posible por camhiar aczirudes, camertwiients,escuemas cocno-
scitives y oo entendimients intelectual teniends core mota especifica modifi
car las funcicnes cognescitivas i afectivas do 1z moyaona al ¢rads & e s2
conducta saa mis"eficiente” v el individuo se sienta "mucho mejor". Sin ene-
bargo, aunque el procedimiento, las fases y las metas del asesoramiento gend
tico parecen ficiles de alcanzar, en la prictica, al conocerse en wna Somi--
lia el diagndsticn de wma enfermedad hereditaria se producm ma serie de -—
reaccicnes, en ocacicnes patolfgicas, en el paciente o sus familiares, Por -
lo quo es vital tratar estes casaos dosde wn aspecko psicolfoico, ya que las-
solucicnes posibles a la crisis inicial dependerS en buena parte doe las “"ba-
ses familiares” del propdsito vy dal immacto nrofucido por la enfenmodad; ya-
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ue este Impacto puede ser tan crande gue el asssoraniento genftico puede —
llegur a teper < deriverse por ompleto a psicologfa c¢linica, tzabaje so—
cial o psituiatria,

Los problemas gendticos puedan afectar la imagen social de los progend
tares (autc-escima) o so estabilida? personal, llegando incluso a producir—
discordia en la pareia, divercieo, disfunciones sexuales y hasta inpotencia,—
relacicnes extramaritales o auwtento de alocholizm. Es necesario recalcar a-~
las progenitores cue ne descarguen el caicdade &l enfermo o los enférms a
los hermanos sancs, Ya cue pueden producirles dafe. psicolfgicoi a cal grado
gue o es ravs quo hemmanes de pacientes con enformedades hereditarias lle—-
guen a la farmacodependencia o al psiquiatra. La doteccifn do este tinmo da -
preblemas hace neossario que el ssesoramiento cendtico sea [(rpartide por un-—
grupe maltidiseiplinario,

Za cua la mayoria de los M oonocidos ticnen un oode de herencia an-
togfeoton recesive, los padres del individuo afecrade tichen wn riesgo de 251
de teher tn hijo an ol miso EM. SL el EIM en cuestifn se paede diamasti-
car prenatalmente, nueden ser posikblos varias orcimes tales oo (o) tera-
via feral st el desarrolle de la pacelogla risular crmieza in utern, redian—
te la adniniseraciCn a la madre do dosis farmacoldgicas de vitaaina 8y, (b)
terapia Inpodiatomente descuds del nacimionto. Por ejemmlor diota con w ba-
jo contenida &a fenilalanina sara el tratamienco de la fenilotenuria cldsi
ca. (¢) aborto teranfutice si wraca de wn EIM letal o grave mara ol <ual now
existe a torapia. Por ejempls: la enfermedad de Tar-Sachs. Desquls del ase
soraniento genfrice, la pareja dispone ar la infogmacifn necpsaria para dect
dir schre su Suturc recroductive. Considerados individualmonte, la moyoria—
da log EDIM son poco frecuentes: sin emparge, omg Grupe canstitgyesn L pro—-
blema importante de salud, 1o ue justifica la bfsqueda sistomitica or Indi-
viduos oon estos desSrdenes horeditarios. la bGomeda do una poplacifn de in
dividucs mue tienen cisrios CONCHipos VO 0 CONoQE mue estin ascciados a
o prodiswenen a cafemedad en las Individuos o en sds descondientes, oo de-
nomina  TAMIZ CERNETICO.

El taiz gendtico =2 lleva & capo hisicymonte an:
de la poblaci®n ceneral sasd derocciSl  tenprana (antes del nicin.de los —

sintoras elinices) de =Tt zracables, tor efemnlo, fenileetonuria, galacsose-
nia,ete. [B) ooblacicnes de alto riesgo o el propisito de conocer portado—
res da genes deletirens: por ejermlo tinicn es la enfermexdad de Tay-sSachg, —-—
EMM gue estd delimitadn principalierte a wna seblacifn dofinidar 1:30 judios

{a} recien nacides -
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Ashkenazi son portadores del gen para la enfermedad de Tay-Sachs. A los por-
tadores idencificados se les imparte asesoramiento cenético antes de que naz
ca un individuw afectado para gue decidan Informadamonte sobre su Suturo re-
oroductivo,

Ins mitodos para el tratamiento de los EIM estin dirigideos a :

1.- Peducir la coneentraciln de los metabolitos acwmulades antes del -
blocueo metabdlico.

a) Por restriccifin dietStica. Ejemplo: dieta em wn hajo contenido de-
Snilalanina en pacientes o fenlloetcnuria clfisica.

b} Por deplecién. Ejenplo: romocifn &e cistina con D-penicilamina en -
la cistinuria.

c) Por reduccitn en su sintesis: Ejemplo: inhibicifn de la enzima-xan
tnooxidasa con alepurinol para reduciy la ooncentracitn de Scido Grico en--
peientes con gota primaria.

2.- Surninistrar conarntraciones adecuadas de los metabolites posterico—
ms al blogue metabdSlico: Ejerplo: agministracisn de nicotinanida a macientes
an enfermdad & Harcuo,

3.- Amplificar la actividad & la enzima o reerplazar la protelna muta
&,

Michas reaccicnes enzimiticas roquieren cofactores (na vitamina o wn
metabolito derivado & la vicaning) para actividad eatalitica normal. Varios-
EIM son el resultado do mutaciones que afectan la cagacidad 4 la apoanzima--
mara combinarse con su cofactor © la biosinresis de la forma activa del cofag
©r ; la suplemntacifn con el cofacter esceeffico puede agrentar la activi--
dad catalitfea rasicual de la apcenzima. Actualmente s amocen mGs G 25 EIM
¥ respondeon a suplementos doe vitouinas o a v eofacror especifico.

Ly terapia por reemolazamiento e enctimas intracelulares se ha inten- -
tado bisicamente en los D1 nor atesorgnienta lisosomal, ¥ en tdrmines geno-
rales los resultados terapeiticos han sicdo poco favorables.Ctros recirsos to—
raveiiticas incluyen el transolante v 1a remocifn cuirfrgica,

TebSricynente, la curaci’on ideal de los EIM omsistirfa en la inger—-
cifn e 1 =segmenco nommal de DNA que codificue oara la Sintesis del produg
to oénioo nomral(terapia ofnica); pero este tipo de terapia actualmente no es
4 dispenible, Sin erbarco, en los filcimos afos se han logrado avances espoc—
taculares en la merodologfa de recarkinacién in vitro de Seidos nueleicos y -
@ las tdenicas de clonacifin molecular de DNA.Estos recursos metodoldgicos,es
t an englebados en el tSminoe de Ingenieria Gonéeico Molecular,



	Portada
	Índice General
	Introducción
	Objetivos Generales
	Justificación
	Capítulo I. Generalidades
	Capítulo II. Material y Métodos
	Capítulo III. Metodología Diagnóstica
	Capítulo IV. Datos Clínicos a Considerar en un Paciente Seleccionado para Tamiz Metabólico
	Capítulo V. Ejemplos Clínicos
	Capítulo VI. Resultados
	Capítulo VII. Discusión
	Capítulo VIII. Bibliografía
	Capítulo IX. Resumen



