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Resumen

Entre los errores innatos del metabolismo (EIM) que son defectos bioquimicos de origen genético se
encuentra: la homocistinuria y la deficiencia de adenilosuccinato liasa (EC 4.3.2.2) (ADSL), la primera es
frecuentemente producida por deficiencia de la cistationina B sintasa (EC 4.2.1.22) (CBS) enzima que inter-
viene en el catabolismo del aminodcido esencial metionina, la segunda es un defecto en el metabolismo de las
purinas. Las manifestaciones clinicas de estas deficiencias son: para la CS se comprometen sistemas del
organismo como el ocular, musculo esquelético, vascular y sistema nervioso central; en el caso de ADSL, se
presenta retardo mental, convulsiones, rasgos autistas, movimientos involuntarios, espasmo e hipoplasia cere-
bral. En este trabajo se escribe la secuencia utilizada en el diagndstico de la homocistinuria y de la ADSL, a
partir del uso de métodos quimicos, bioquimicos y moleculares. Se estudiaron pacientes con sospecha clinica
de estar afectados por un EIM; se emplearon las pruebas quimicas como el nitroprusiato de sodio y de plata;
separacion de aminodacidos en plasma y orina por cromatografia de capa fina, técnicas bioquimicas para
cuantificar la enzima CBS y técnicas moleculares para identificar la mutacidén que produce la homocistinuria.
En el caso de la ADSL el diagnostico se realizo por medio del test de Bratton Marshall con el cual se identifica
la presencia de metabolitos de las purinas; luego por cromatografia de alta resolucion (HPLC) para separar,
identifica y cuantifica las succinilpurinas. Para el caso de la homocistinuria los resultados de nitroprusiato de
sodio y de plata fueron positivos, la cuantificacion enzimatica mostr6 deficiencia de CBS y se llegé a identifi-
car la presencia de una mutaciéon. En el caso de la deficiencia de ADSL el test de Bratton Marshall fue
positivo y la cuantificaron de metabolitos de las purinas se encontr6 aumentada.

Palabras Claves: Cistationina 3 sintasa, deficiencia de adenilosuccinato liasa, Homocistinuria, metabolis-

mo purinas, retardo mental, test de Bratton Marshall.

Abstract
Among the innate errors of the metabolism (EIM) that are biochemical defects of genetic origin is: the
homocistinuria and the deficiency of adenilosuccinato liasa (EC 4.3.2.2) (ADSL), the first one is frequently
taken place by deficiency of the cistationina B sintasa (EC 4.2.1.22) (CBS) enzyme that intervenes in the
catabolismo of the amino acid essential metionina, the second are a defect in the metabolism of the purinas.

The clinical manifestations of these deficiencies are: for the CBS they commit systems of the organism like
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the ocular, skeletal, vascular muscle and central nervous system; in the case of ADSL, mental retard is
presented, convulse, autistic features, involuntary movements, spasm and cerebral hipoplasia. In this work the
sequence is written used in the diagnosis of the homocistinuria and of the ADSL, starting from the use of
chemical, biochemical and molecular methods. They were studied patient with suspicion clinic of being affected
by a EIM; the chemical tests were used as the nitroprusiato of sodium and of silver; separation of amino acids
in plasm and he/she urinates for biochemical fine, technical layer cromatografia to quantify the enzyme CBS
and technical molecular to identify the mutation that produces the homocistinuria. In the case of the ADSL the
diagnosis was carried out by means of Bratton Marshall test with which the presence of metabolitos of the
purinas is identified; then for cromatografia of high resolution (HPLC) to separate, to identify and to quantify
succinilpurinas. For the case of the homocistinuria the results of nitroprusiato of sodium and of silver they
were positive, the enzymatic quantification showed deficiency of C?S and you ended up identifying the presence
of a mutation. In the case of the deficiency of ADSL Bratton Marshall test was positive and they quantified
it of metabolitos of the purinas it was increased.

Key words: Cistationina B sintasa, deficiency of adenilosuccinato liasa, Homocistinuria, metabolism purinas,

mental retard, test of Bratton Marshall.

Introduccion

Los EIM son desordenes bioquimicos, de origen
genético, ocasionados por un defecto en la estructura
de las moléculas proteicas involucradas en alguna via
metabolica, cambio que afecta la funcion catalitica y
como resultados produce acumulacion del sustrato y
formacion insuficiente del producto (1).

Cada dia crece el interés del personal medico por
obtener informacion que permita realizar un diagnosti-
co y tratamiento oportuno de estas patologias. Los EIM
individualmente son poco frecuentes pero en conjunto
existe una gran diversidad y una creciente y continua
descripcion de nuevos casos. La mayoria de estas pa-
tologias se heredan de forma autosdomica recesiva.

Entre estas patologias estan la enfermedad de la
orina con olor a jarabe de arce (MSUD), acidemias
organicas, galactosemia, acidosis lactica, ciclo de la
urea, trastornos de la B-oxidacion. Los EIM se pueden
clasificar en 5 grupos asi: Grupo I: tipo intoxicacion: se
encuentran tres categorias: a, b y ¢, seglin estén o no
presentes diversos grados de deshidratacion,
cetoacidosis e hiperamonemia. Los tres comparten una
clinica neuroldgica progresiva y severa. Un ejemplo
de este tipo es la enfermedad de la orina con olor a

jarabe de arce. El Grupo II: tipo déficit energético: se

subdivide en a y b, segtin predomine la disfuncién he-
patica o el binomio hipotonia-polipnea; en la clinica lo
mas relevante son los sintomas neuromusculares. Un
ejemplo son los trastornos en la B-oxidacion y la
acidosis lactica. El Grupo III: tipo hepatomegalia-
hipoglucemia: se clasifica en a y b, segun el sindrome
sea unico o asociado a ictericia y afectacion hepatica
preferentemente, el grupo III b se caracteriza por la
ausencia de alteraciones bioquimicas. El Grupo IV:
predomina las convulsiones en este grupo se puede cla-
sificar la deficiencia de adenilosuccinato liasa. El Gru-
po V: predomina la tendencia tesaurismotica dentro de
este grupo se encuentra la homocistinuria. Los EIM
pueden debutar en el periodo neonatal, lactante, infan-

til o adulto (1-2).

El diagnostico general de los EIM se realiza a tra-
vés de los siguientes niveles:

1. Identificacion de los metabolitos en los fluidos bio-
logicos (orina, sangre, liquido cefalorraquideo)
Cuantificacion de la enzima involucrada.
Confirmacion de la mutacion por técnicas de bio-
logia molecular.

A nivel general el proceso para realizar el diagnostico

de los EIM se presenta en la Figura 1.
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Figura 1. Diagnéstico de los EIM. Los EIM se estudian siguiendo la secuencia que se presenta en la figura 1. PCR, reaccion en cadena de la
polimerasa. SSCP. (single strand conformational polymorphism). RFLP, (restriction fragment lenght polymorphism).

Este EIM se caracteriza por el aumento de
homocisteina en orina y se debe en la mayoria de los
casos a una deficiencia de cistationina a sintasa (EC
4.2.1.22)(CBS). Esta enzima interviene en el
catabolismo del aminoacido esencial conocido como
metionina Figura 2. La CaS es un homotetrdmero
dependiente del cofactor piridoxal fosfato (PLP) y
condensa la serina con la homocisteina para producir
cistationina en un paso irreversible en el proceso de
transulfuracidn de la metionina (3).

Las manifestaciones clinicas de la deficiencia de
la CBS son variables con compromiso de diferentes
sistemas del organismo como ocular (miopia grave y
luxacion del cristalino), esquelético (osteoporosis,
escoliosis, habitos marfanoides), sistema vascular
(arteriosclerosis, prematura) y sistema nervioso cen-
tral (retardo mental, convulsiones y trastornos psiquia-
tricos) (4).

Deficiencia de la Adenilosuccinato Liasa
(ADSL): Es una enfermedad autosémica recesiva de-

bido a un defecto en la via de sintesis de las purinas

(5), la adenilosuccinato liasa es la enzima que cataliza
dos pasos importantes en la via de formacion del ATP,
el primer paso es la formacion de AICAR
(aminoimidazol carboxamida ribosil-5-fosfato) a par-
tir de SAICAR (aminoimidazol succinil carboxamida
ribosil-5-fosfato), en la sintesis de novo de los
nucledtidos de purina. La segunda reaccion que
cataliza la enzima es la conversion de Adenilsuccinato
(S-Ado) a AMP en la ruta donde se forma ATP a
partir de IMP, Figura 3. El diagnoéstico se realiza con
la sospecha clinica seguido de la identificacion de
succinil purinas SAICAR y S-Ado en liquidos corpo-
rales por medio del test de Bratton Marshall en orina
(6).

Esta enfermedad cursa con un cuadro clinico muy
variable, el principal sintoma en la mayoria de los
pacientes diagnosticados es el retardo del desarrollo
psicomotor severo (7). En el periodo neonatal se puede
encontrar retardo en el crecimiento, hipotonia,
movimientos involuntarios de las extremidades, dafio

o atrofia muscular, espasmo ¢ hipoplasia cerebral, en
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la infancia el paciente puede cursar con retardo
mental, acompafiado de convulsiones, epilepsias y
rasgos autistas. El gen de la ADSL se encuentra
localizado en la region 22q13.1- q13.2 (8)

En el presente trabajo se describe la aproximacion
al diagnostico de homocistinuria, la confirmacion del
EIM se realiz6 cuantificando la actividad de la CBS
en fibroblastos y se utilizaron técnicas de biologia
molecular para detectar la mutacion que produce la
enfermedad en los pacientes (10). El diagnostico de

ADSL se realizé por métodos bioquimicos.

Metodologia
Se estudiaron dos pacientes con caracteristicas

clinicas que hicieron sospechar un error innato del
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metabolismo, previa aceptacion del consentimiento
informado. A continuacion se presenta cada uno de
los casos y el proceso seguido para llegar al diagnos-
tico de la enfermedad.

Paciente N°I: sexo masculino, 7 afios de edad,
normal al nacimiento posteriormente inicia cuadro de
convulsiones, retraso psicomotor, problemas oculares
y deformidades esqueléticas, caracteristicas que hi-
cieron sospechar homocistinuria.

Paciente N° 2: sexo masculino, padres consangui-
neos presentd en la época neonatal sintomas de
hipotonia, rechazo a la alimentacion, antecedente de
hermano fallecido en la época neonatal.

La aproximacion al diagnostico de homocistinuria

se realizo utilizando la siguiente secuencia:

[ HomOCISTINURIA |

MANIFESTACIONES CLINICAS
Miopia, luxacion del cristaling,
deformaciones esqueléticas, habitos
marfarnoldes, retardo mental, problemas
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Figura 4. Diagrama diagnostico para la homocistinuria
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La presencia de aminoacidos sulfurados como la
homocisteina y cistina son evidenciados con la técni-
ca colorimétrica de nitroprusiato de sodio (11). Utili-
zando esta técnica los sulfhidrilos oxidados, son re-
ducidos inicialmente con cianuro de sodio, para luego
reaccionar con el nitroprusiato de sodio (con grupos
sulthidrilos libres), produciendo una coloracion de rosa
purpura. Para diferenciar entre homocisteina y cistina
se utiliza la técnica del nitroprusiato de plata: la
homocistina es reducida a la forma reactiva
(homocisteina) por el nitrato de plata, mientras que la
cistina permanece en la forma oxidada (no reactiva).
La homocistina reacciona con el nitroprusiato para
dar un complejo parpura.

Posteriormente se realizdé cromatografia de
aminoacidos en capa fina para separar los
aminoacidos en sangre y orina. Esta prueba permitio
evidenciar el aumento de metionina en sangre y en
orina. Luego se realiz6 la cuantificacion de estos
aminoacidos utilizando cromatografia liquida de alta
resolucion, y el método inmunolégico IMX de Abbott©
para cuantificar la homocisteina plasmatica. Se reali-
z6 cromatografia de gases acoplado a
espectrofotometria de masas para descartar un au-
mento de dcido metilmalénico y de homocisteina, como
consecuencia de la deficiencia de vitamina B ,. La
cuantificacion de la enzima CBS se realizd en cultivo
de fibroblastos, procedentes de biopsia de piel, utili-
zando como sustratos la homocistina y la serina mar-
cada con 'C. Para aplicar técnicas de biologia
molecular fue necesario hacer extraccion de DNA,
por el método de Wizard. Aplicando la técnica de la
reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR), poste-
riormente se procedid a realizar se amplificaron los
exones 3 y 8 de la CBS, donde se han reportado el
mayor numero de mutaciones (3).

* SSCP (single strand conformational poly-
morphism): se utiliza para delimitar el lugar de la mu-
tacion en un exon especifico de un gen determinado.
Consiste en desnaturalizar los fragmentos de DNA

amplificados y separarlos en un gel de acrilamida en

condiciones no desnaturalizantes. El DNA durante la
electroforesis va adquiriendo estructuras complejas
dependiendo de su conformacidn que viene dictamina-
da por la secuencia de nucledtidos, el cambio de una
sola base es suficiente para producir un patron de ban-
das diferentes de los que no tiene la mutacion (11)

* RFLP

polymorphism).: Se utilizan enzimas que van a reco-

(restriction  fragment lenght
nocer una secuencia especifica de nucledtidos (sitio
de restriccion) en el producto amplificado del ADN;
usualmente son de 4 a 10 pb denominandose diana de
restriccion y cortan el ADN en esa zona (11)

* Cromatografia liquida de alta resolucion en
fase reversa: El sistema HPLC esta acoplado a un
detector de diodos que permite al anélisis espectral a
254 a 280 nm. La identificacion de succinil purinas se
realiza por el método descrito por Simmonds (11) en
orina, y modificado para plasma y liquido
cefalorraquideo (LCR) asi: 50 ml del volumen del
ultrafiltrado de LCR o plasma. El gradiente lineal se
correra con el solvente A al 100 % (acetato de amonio,
ajustado a un pH 5 con acido acético glacial) y el
solvente B al 20 % (metanol-acetonitrito-
tetrahidrofurano 80:10:10, v/v) por mas de 40 minu-
tos usando un indice de flujo de 0.5 ml/min.

La deficiencia de adenilosuccinato liasa se diag-
nostico segun el esquema que aparece al inicio de la
pagina siguiente.

o Test de Bratton-Marshall: Esta prueba detecta
SAICAR, mediante la amina libre en el compuesto
de SAICAR reacciona con el nitrito de sodio forman-
dose una sal en un medio acido, luego, este compues-
to forma un complejo con N-1-napthylenediamine
dihydrochloride (NEDA) dando como resultado una
coloracion purpura. Posteriormente se realiza una
curva de calibracion para determinar las concentra-
ciones de SAICAR en orina y otros liquidos corpora-
les teniendo en cuenta que la absorcion del compues-

to se lee a 555 nm con un patron comercial (6).

www.unicolmayor.edu.co/revistanova
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Figura 5. Diagrama diagnéstico para la deficiencia de adenilosuccinato liasa

Tabla 1. Identificacion y cuantificacién de metabolitos de metionina en sangre, orina en el paciente N°1.

Pruebas Cromatografia de
Cualitativas aminoacidos cuantificasidn Cumul'l_culﬁn de
NP NP Orina Sangre Cromatoaraia | de Homocletelna la enzima CLS Técnica
Sod de Acidos et e :;;I:n:ur
Pacianta i R Orgénicos | Totmlon pasma | o tstionina/ mg {e. de |:. u::;n
b de proteinal hora)
1 Aumento de Naormal 399 0 Prasaenta la
+ + metionina y mutacién
homocisteina
Control MNormal <17 1.73 Ausente la
i ) i mutacién

NP = Nitroprusiato , CRS= Cistationina  sintasa
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Resultados

En la tabla 1 se presentan los resultados corres-
pondientes a los analisis cualitativos (nitroprusiato de
sodio y de plata) y cuantitativos (cuantificacion de
homocisteina y cuantificacion de la actividad de CBS en
cultivo de fibroblastos. Identificacion de una mutacion
en el exon 8 de la CBS asi como la identificacion de la
mutacion que afecta al paciente N° 1 con caracteristicas
clinicas de homocistinuria.

El tamizaje molecular para identificar la mutacion
utilizando SSCP mostro6 los resultados que se muestran
en la Figura 6.

En el paciente N° 2 los resultados fueron los
siguientes: la prueba cualitativa o test de Bratton-Marshall
en muestra de orina dio color parpura el cual evidencia
la presencia de metabolitos de las purinas.

En la anterior tabla se muestran los metabolitos de
las purinas (S-Ado, SAICAR, S-Ado/ SAICAR) que se

encontraron aumentadas en el paciente N° 2

RV L

e

Y

bt ot b d bl

Figura 6. SSCP del exén 8 de cistationina B sintasa. Carril 1: control
normal; Carriles 2, 4, 5, 6, 7: individuos afectados con patrén de
migraciéon normal; Carril 3: paciente N°1 afectado con patrén de
migraciéon anormal.

~

Figura 7. Test De Bratton-Marshall.

Tabla 2. Analisis de succinilpurinas en plasma y liquido
cefalorraquideo del paciente N° 2

PACIENTE CONTROL
PLASMA [uM) SAdn 8.3 nd
SAICA :
LER (uM} SAdo 160 12408
SACAr 164 e
S-AdO/SAICAr 0.98

LCR: Liquido Cefalorraquideo, S-Ado; succiniladenosina; SAICAr:
succinilaminoimidazole carboxamida ribosa;nd: no detectable.

Discusion

Los EIM son trastornos bioquimicos de origen
genético. El diagnostico temprano permite instaurar
el tratamiento para evitar las secuelas que estos de-
fectos producen. En el caso de no disponer de un tra-
tamiento efectivo, es importante hacer el diagndstico
para realizar consejeria genética a la familia. Entre
estas enfermedades se encuentra la homocistinuria y
la deficiencia de adenilosuccinato liasa las cuales pro-
ducen desequilibrios quimicos importantes en el or-
ganismo provocando un deterioro gradual de la salud.

Para realizar un diagnostico preciso de estas en-
fermedades se debe tener en cuenta la presentacion
clinica, la cual a pesar de ser variable, muestra algu-
nas manifestaciones clinicas que son orientadoras. En
la homocistinuria las caracteristicas clinicas mas im-
portantes estan la aparicion de problemas oculares
antes de los 5 afios y deformidades esqueléticas an-
tes de los 15 afios. En el caso de ADSL la presencia

de severa hipotonia en el periodo neonatal y en la
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infancia retardo mental, convulsiones, epilepsias y
rasgos autistas son manifestaciones clinicas de este
defecto metabdlico.

Una vez establecida la sintomatologia del paciente
se procede a realizar las pruebas quimicas que dan
una orientacion del problema metabolico; en la
homocistinuria el nitroprusiato de sodio y de plata son
positivos. El aumento de metionina y homocisteina
encontrado al separar y cuantificar estos metabolitos
permiten establecer con mayor certeza el diagnosti-
co que es confirmado por cuantificacion de la enzima
involucrada (14). La busqueda de la mutacion se pue-
de abordar utilizando SSCP Figura 6, que mostrara
un patron de bandas diferentes entre los normales y
los que tienen la mutacion, a estos ultimos se realiza
secuenciacion del exén correspondiente y la confir-
macién de la mutacion mediante RFLP. Es importan-
te verificar si la mutacion encontrada responde al tra-
tamiento que consiste en la combinacion de piridoxina,
acido folico y vitamina B , de lo contrario es necesa-
rio hacer restriccion de metionina y suplemento de
cistina y adicionar betaina para la remetilacion de la
homocisteina a metionina (3). Realizar una secuen-
cia de estudio utilizando métodos quimicos, bioquimicos
y moleculares como los que se describen en este tra-
bajo, permitiran identificar y confirmar el defecto
metabolico que conduce a las manifestaciones clini-
cas de la enfermedad, como en el caso de la
homocistinuria. Por otra parte, establecer la respues-
ta al tratamiento y hacer un pronostico del resultado
del tratamiento.

Para la deficiencia de ADSL, el diagnostico se basa
en la deteccion de metabolitos marcadores presentes
en los fluidos bioldgicos orina sangre y liquido
cefalorraquideo, este aumento implica que el
metabolismo de las purinas esta alterado y como
consecuencia la sintesis de macromoléculas que
incorporan estas bases nitrogenadas estara afectado.
La identificacion de esta enfermedad metabdlica se
realiza facilmente utilizando el test de Bratton-

Marshall Figura 7, método es simple, de bajo costo,

que utiliza muestras de orina impregnadas en papel
de filtro facilitando, el transporte y el almacenamiento
de las muestras.

Hasta el momento no esta disponible un tratamiento
efectivo, sin embargo, algunos pacientes han sido tra-
tados con administracion oral de D-ribosa. Se reco-
mienda que en todos los pacientes con afectacion
neuroloégica de etiologia desconocida sea investigado
este desorden metabdlico con el fin de proporcionar

consejeria genética a los padres (14).

Conclusiones

e Las pruebas colorimétricas (nitroprusiato de sodio,
nitroprusiato de plata y el test de Bratton-
Marshall) son sencillas, de bajo costo y muy uti-
les en la aproximacion al diagnostico de los EIM
como es el caso de la homocistinuria y la defi-
ciencia de ADSL respectivamente.

. Las técnicas moleculares permiten detectar la
mutacion que conducen a las manifestaciones cli-
nicas de la enfermedad y conocer la respuesta al
tratamiento favoreciendo de esta manera un ma-

nejo adecuado para el paciente.
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