Amioaciduria en nifios encefalopdticos crénicos )

Por los doctores
Liave BorsoLLa

¥

Yamin Kourr

El estudio de lzs afecciones que se
acompatian de alteraciomes del meta-
halizmo de los aminodcidos ¥y de su ex-
ereeidén ha sido pozible gracias al empleo
ile las técnicas de eromatografia en pa-
pel iniciado por Dent V., Se han iden.
tificado enfermedades producidas por
trastornos congénitos del metabolismo
de aminogdcidos especificos con hiper-
sminoacidemia y aminoaciduria y se
ha descubicrto que determinan trastor-
nos cerebrales metabélicos ¥ funciona-
les,

Por estos metives, hemos tratade de
buscar en nifios encefalopiticos crdni-
cos clieraciones de la climinacién uri-
naria de los aminoicidos.

A continuacién, analizamos nuestra ca-
suistica y los métodos gque hemos usado
asi como los resnltados.

MATERIAL

Ezcogimos 20 nifios de difercntes eda.
des de ambos sexos, todos encefalopiti-
cos erénicos ¥ los clasificamos de acuer.
do con el criterio de Mincar '® (Cuz-
dro No. 1). Nos fue dificil agrupar de

{*} Trabaje presentado en la Jornada Pedid-
triez de Santioge de Cuba, diciembre 1961, tra-
bajo del Hospital Universitario * Cte. Fajarda™,
Departamentos de Pediatria e Investigaciones
Hermonales,
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manera satisfactoria estos casos pues la
mayoria asociaban signos piramidales
con extrapiramidales, espesticidad o i
gidez, epilepsia orginica con distintas
expresiones clinicas y retarde mental,

METODOS

Todos los pacientes fueron sometidos
grimero a una prucha cualitativa de
Despistaje o “Screen Test”, Aquellos en
los cuales se observd en la cromatogre-
fia anterior alteraciones en la exerecidn
de aminoacidos [ueron estudiados por un
sistema completo bidimensional de cro-
matografia.

Screen Test: Es una modificacién de
varios métedos hecha por Yamil Kouri.

Recctivo: Solvente (Fase liquida: eta.
nol, dcido acético glacial ¥ agua).

Papel de filtro especial de cromato-
grafia Whatman 1 MM.

Ninhidrina (Hidrato de Tricetohi-
drindene) al 29 en acetona.

Desecadoras,

Téenica: En cada papel de eromato-
grafia o cromatograma, se aplicaron 10
lambdas de orinas correspondicntes a 5
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cagos por papel cirenlar, Las orinas fue-
ron previamente sometidas a un proce-
g0 quimico pera eliminar las sales que
de otre modo interferivian con la mi-
gracién de los aminodcidos.

Una vez aplicadas los mmestras con
micropipetas, se montdé el sistema po-
nirnda ¢l solvente en la desecadora, el
cromatograma por encimz del borde ¥
uniendo a emboz un tramo de hilo zh-

CLASIFICACION CLINICA

Encefalopalia ¢ronica mixta

Espdsiicas: ¢
Hipolonica: 4

Secuelas de meningoencefalitis

Hetardo menlal y epilepsia organica

Retardo menlal y cardiopalia congénita

[

Hemiplegia congénitay epilepsia orgdnica: 1

Sturge Weber: f

Toxoplasmosis cange’nita: 1
Malformaciones multiples y microcefalias

con S.Klippel Feil p

con S.Franceschetti §

o clasificadas 1

TOTAL “70

Cuapro N? 1

sorbente a través del cual por capilari-
dad- asciende el solvente y se impregna
el papel de cromatografia. Al migrar la
fase liguida el selvente) a wavés de la fa-
se s6lida (el papel de cromatografia) los
aminodcidos que contiene la orina mi-
gran también hasta determinada distan-
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cia, siempre ignal y fija dependiende de
las condiciones del sistema, es decir gue
los aminodcidos migran a una distanecia
determinada de acuerde con un valor
fijo o Rf que es la relacidn emtre la
diztancia que migra el solvente y la que
migra ¢l soluto en este caso, los amino.
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dcidos. Una vez gque el solvente llega al
frente del cromatograma, se retira, se
geca ¢ impregna con la solucidn de Nin-
hidrina {que es un colorante especifico
de los aminodcidos pues reacciona con
los grupos alfa aminocarboxilicos libres
dando un color violeta que se comoce
con e] nombre de Azul de Ruhemann,
con excepeién de los aminodcides pro-
lina & hidroxiproling que no reaccionan
pues tienen un grupo Imino en vez de
Amino,

La identificacién de los aminodcides
se hace por los valores Rf y siendo esta
cromatografia cualitativa nos indica con
bastante exactitud si existe alguna al-
terscidn en la excrecion urinaria de ami.
nodcidos. De haber alguna, se someten
las muestras a un large y trabajoso es-
tudio de cromatografia bidimensional,
el cual nos dice con mayor exactitud y
cuantitalivamente la zlteracién encon-
trada.

Cromatografia Bidimensional: 5i.
guiendo los métodos generales de cro-
matografia bidimensional y en particn-
lar ¢l de los investigadores Moore y
Stein * y Dent '%,%) ge aplicaron 20
lemhdas de orina previamente desali-
zada en la esquina de un cromatogra-
ma cuadrade y se coloed el mismo en
¢] aparato de cromatografia bidimensio-
nal dentro del cual se encontraba ya
unz atmésfera saturada del primer sol-
vente (butanel, dcido férmico y agua).
Se dejé migrar el solvente hasta ascen-
der al frente del cromatograma, arras-
trando a su paso los aminodcidos de la
orina. Cuando llegz al frente, sc retira
el cromatograma, se gira 90 grados ¥
se pone en el solvente No. 2 (fenol, bu-
tano]l ¥ Acide férmico), a migrar de
nuevo esta vez en otra dimensién. Cuan-
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do este segundo solvente llega al frente
del sistema se retira el mismo, se seca
y s¢ somete a la coloracién con Ninhidri.
na. Los aminodcidos se identifican por
el color violeta con sus diferentes mati-
ces, ¢l tamafio y sobre todo sus valores
Rf. De esta forma se pueden encontrar
cantidades pequefiisimas de aminodei-
dos y por ende ponmer de manifiesto
cualquier alteracién en la excrecién de
los mismos. {(Cuoadro No. 2).

RESULTADOS

La aminoaciduria es normal en 12
nifios con diferentes afeccicnes.

Hay vna hipoaminoacidaria con dis.
minucién de glicina y tirosina en wun
caso con anomeclias congénitas muilti-
ples y microcefalia. Se encuentra dis-
minucién del triptofano en una encefa-
lopatia erénica mixta hipoténica pre-
dominante. Otro pacicnte con malfor-
maciones inclayende un sindrome de
Franceschetti incompleto unilateral te-
niz disminucién en la excrecién de dci-
do glutimico; la madre de éste habia
padecido rubcola en el primer trimestre
de su embarazo. Otro con encefalopatia
crimica mixta espdstica mostraba dismi-
nucién de la isolemcina urinaria. Por
tiltimo, en un nifio con reterdo mental
¥ epilepsia orginica existia disminu-
cién del dcido aspartico. La hipoamino-
aciduria fue global en una microcefa-
lia con varias malformaciones, una de
las cuales exa un sindrome de Klippel-
Feil v en 1z segunda muestta de orina
de la nifia que hemos mencionado an-
teriormente que mosdiraba anomalias no
clasificadas y por tltimo en otra encefa-
lopatia hipotdnica con microcefalia ¥
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Cuadro Nro. 2: Representecion de un cromatograma normal con loz distintas menchos que
aminodcid

corresponden a los

craneosinostosis. (Cnadres Nes. 3, 4

¥ 5).

La hiperaminoaciduria fue global con
mayor excrecién de dcido glutimico y
despnés parcial con excrecién de cido
aspdrtico y prolina en un caso complejo
de encefalopatia mixta espéstica con
cuadriplegiz, microcefalia, epilepsia or-
génica que mostraba en la neumoence-
falografia una anomalia de los ventricu-
Ios laterales de origem congénitoe. Este
nific habia nacide de parto gemelar a
los 8 meses de embzrazo y su hermanc
es aparentemente normal. Sefialaremos
ademds que el paciente tenia alteracio-
nes electroencefalogrificas con asimetria

R. C. P.
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entre ambos hemisferios con voltaje me-
nor en hemisferio derecho. También se
le encontré una hipogammaglobuline-
mig.

Se vié hiperaminoaciduria transitoria
con aumento de la eliminacién de la
prolina en una nifia con toxoplasmosis
congénita pero otra determinacién en
ella fue normal. Otra encefalopetia mix-
ta hipoténica acompafiada de estereo-
tipias quinéticas ¥ retardo mental mos-
tré una hiperaminoaciduria global tran-
sitoriz pues en otra muestra urinaria del
mismo caso se encontré disminucidn en
la excrecién del triptéfano. Cuadro
No. 6).
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CROMATOGRAFIA EN ORINA DE AMINGACIDOS
EN ENCEFALOPATIAS CRUKICAS

Total de determinaciones: 24
Excrecion Normal - 12
" Aumentada : &

1" Disminuida : B
Aminoaciduria global : 2
" po.t*cia.l: 2
Aminoaciduria transiteria: 3
Disminuida glnbu] - 3
parcial ; 5

Cuapro N? 3

COMENTARIOS

Lo: aminodcidos son ahsorbidoes por
el intestine ¥ pasan &l hizade v otves
tejidos donde son metabolizados para
ser incorpeorados en las proteinas tizu-
lares.

El nivel plasmdtico de Jos aminod-
cidos es ceracteristico para cada uno
de ellos. Son filirados por el gloméru-
lo renal v las células tubulares reahsor-
ben normalmente la mayor parte izual
como sucede con la glucosa, La glicina
es lu que se encioentra en mayor can-
tided,

El controi homeostitico de Je concen.
tracién plasmdtica de los aminodcidos
ez de tal naturaleza que las diferencias
en la ingestidn de proteinas no alteran
grandemenie sus concenlraciones san-
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guineas ui Ia exerecién urinaria a no ser
que exista una anemalia metebdlica aso.
ciada.

Chisolm '™ empleando un método bidi-
mensional de cromatografin semicuan-
titativo en orings de nifios normales en-
cuenira excrecién de los siguicntes ami-
nodcidos: glicina: 3, glutamina: 2, ala-
nina: 2, histidina: 2, metilhistidina: 1
(1o siempre presente ¥ en relacion con
la ingestién de carne), serina: 2, treo-
nina: 1, dcido glutdimico: 1 (procedente
de Ia glutamina, no lo hay en le mayoria
de lss nifios), otros aminocdcidos: en
cantidades tan pequefias que son insu-
ficicntes para ser apreciadas por esta
prucha. Estos aminodcidos son los de
mayor aclarzmiento enddégeno renal y
tienen concentraciones plasmaticas mis
altas o amhos. 197

R. C. P
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AMINOACIDURIA NORMAL

Encefalopatia cronica Mixla espdstica:
Encefalopatia cronica Mixta hipoldnica:
Toxoplasmosis congenita.:

Epilepsia orgdnica y retardo mental:
Secuelas de meningoencefalitis:

Hemiplegia congénita y epilepsia orgdnica:
Enfermedad de Sturge-Weber:

Retardo menlal y cardiopatia congénita:

|_.-n-.n.-n-|l¢h

TOTAL

-
L]

Cuapro NY 4

Puede haber aunmento de la amijno-
acidemia plasmitica como resultade de
trastornos del metabolismo celalar de
estos cuerpos con el resultado que la
cantidad de aminodcides filirados por
el glomérule puede exceder la capaci-
dad de reabsorcion tubular presentin.
dose hiperaminoaciduria. También se
elevara la excrecién de cminodcidos si
existen trastorno: imbulares siendo la
aminoacidemia normal,

Snyderman y Holt ® clasifican las
hiperaminoacidurias de la manera si-
guiente:

1.—Hiperaminoucidurias prerrenales o
metabolicas:

a.—generalizadas:

hepatopatias graves
distrofias musculares
quemaduras

cirugia

irradiacidn

|
o
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b .—especificas:
fenilcetonuria
enfermedzd urinaria de jarabe de arce
cistationinuria
arginosucinuria
cretinismo esporddico con bocio
hipofosfatasia

2. —Hiperaminoacidurias renales:

a.—generalizadas:
sindrome de Fanconi
cistinosis
distrofia oculocerchral de Lowe
sibdrome de Luder Sheldon
galactosemin

17



HIPOAMINOACIDURIA

PARCIAL: 1, Disminucion dz Glicina y Tirosina:
Malformaciones mulliples no clasificadas
y microcefalia.

L Disminucién de Triplofano:
Encefalopatlia Mixta hipoténica.

1. Disminucion de ac. Glutdmico
Microcefalia con 8. Franceschetti,

1. Disminucion de Isoleucina )
Encefalopalia cronica Mixtla espaslica.

1. Disminucion de ac. Aspattico
Epilepsia orqdnica y retarde mental.
GLOBAL: 1. Microcefalia con S.deKlippel Feil.

1. Microcefalia con malformaciones mdltiples
no clasificadas.

1.Encefalopatia Hipoldnica con Microcefalia
Yy craneosinoslosis,

Cuapro N* 5

NO CLASIFICADAS asociadas con b.—especificas:

defectos menteles cistinuria
intoxicaciones: plomo, cadmio, uranie, glicinuria

lisol, dcido oxilico, dcido maleico embarazo
hipervitaminosis D 3.—Hiperaminoacidurias combinadas

prerrenales y renales:
deficiencias de vitaminss: C, D, E, B12

sindrome de Hartnup

nefropatias
prematuros ¥ recién nacidos
otras: gargoilismo degeneracién hepatolenticular de Wilson
sindrome de Marfin nefrosis
18 R C. P
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HIPERAMINOACIDURIA

Global: 1. a predominio de ac. Glutdmico
Parcial: 1. con aumento de ac.Aspdrticoy Prolina.

Encefalopalia crdnica Mixla espdslica

con cuadriplegia, microcefalia, epilepsia
orgdnica y anomalia congenita de ventriculos
laterales hipogammaglobulinemia.

Parcial transitoria: 1. con aumento de prolina
toxoplasmosis congeénila.

Global transitoria:

1. Encefalopatia Mixtla hipotonica

con eslereotipias quinélica y retar-
do mental.
Cuapko N* 6

Estos autores seiinlonm también hipo.
aminoacidurias en el Kwashiorkor con
cifras plesmiticas bajas de aminodcidos
¥ en nifios normales que reciben dietas
bajas en proteinas.

S¢ ha estudiado la eliminacién de
aminodcidos en las hepatitiz virales del
nific y del adulte %% viéndose una
discreta aminoaciduria globzl que cede
con la mejorfa. En la distrofia muscu-
lar también hay, posiblemente en re-
lacién con la lisis muscular que se pro-
duce en la enfermedad. En las quema-
duras, sctos quinirgicos y terapia, la
aminoaciduria es por la destruceidn ti-
sular. En el segundo grupo, la altera-
cién fundamenta] es por defecto con-
génito del metabolismo. Los tres sin-
dromes mis conocidos son: la fenilce-
tonuria por déficit de hidroxilasa-feni-

M:Jﬂh. 1962

lalenina, enzimz hepética necesaria pa-
ra la conversién de fenilalanina a ti-
rosina. En sangre, la fenilalanina esta
aumentada y en orina cparece dcido fe-
nilpiruvico, dcido fenildctico, dcido fe-
nilacético y fenilacetilglutamina, pro-
ductos que resultan de la deaminacién
o decarboxilacion del exceso de fenila-
lanina, ' Un métodos sencille de
diagnéstico es la prueba de eleruro fé-
rrico en orinz para demostrar la pre.
eencia de deido femilpirivico, En los
casos en que la hicimos los resultados
fueron megativos.

Menkes y colaboradores 2! en 1954
deseribieron una enfermedad caracteri-
zada por un olor especial de la orina
que recuerda el del jarabe de arce lla-
méndole por este motivo, “cnfermedad
urinaria de jarsbe de arce”. Se tradu-
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ce clinicamente por manifestaciones neu-
rolégicas que aparecen a los pocos dias
del nacimicnte principslmente espasti-
cidad y opistétonos, dificaltad respira-
toria, trastornos de la deglucién con evo.
lucién progresiva hacia la muerte en po-
cos meses. La afeccibn seria por un tras-
torno del metabolismo de los alfaceto-
dcidos derivados de la vzlina, leucina e
isoleucina. Estos cuerpos producen da-
iio cerebral. En el plasma existe aumen-
te de los tres aminodcidos, valina, leu-
cina e isolencina y en orina del dcido
indolacético y del indolictico.

La arginosuccinuria se manifiesta se-
gin Allen '™ por retardo mental, epi-
lepsia y ataxia con graves alteraciones
electroencelalogrificas, Este asutor ha-
ll6 un aumento de dcido largininosue-
cinico en LCR, plasma y orina y atri-
buyé la afeceién a unz anomalia here-
ditaria recesiva del metabolismo inter-
mediario de los aminodcidos.

La cistationinuria parece ser tam-
bién un defecto genético de formacion
enzimdtica porque, al aparecer la eis
tetienina en la orina, la conversién nor.
mal de metioninz a homoeistina y eis-
taticnina y de estn a cisteina v homose-
rina no se produce. Harris " encontyéd

esta anomalia en un adulte con grave
déficit mental.

El cretinismo esporadico con bocio
cs otro trastorno enzimitico de tipo he-
reditario de la sintesis de la hormona
tiroidea con exerceidn de mono y diyo-
tlotirosinas en orina porque falta Ja des-
halogenasa. La hipofosfatasia no es ver-
daderamente un defecto del metabolis.
mo de los aminodcides pero en la orina
de nifios con lz afcecién se ha encontra.
e fosforiletanclamina ' substrato de
la fosfatasa alealina que estd disminui-
da,
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Las hiperaminoaciduriaz de origen re-
nal tales como el sindrome de Toni-De-
bré-Fanconi % 16171 ]a cistinosis o en-
fermedad de Lignac "% son debidas a
alteraciones tubulares combinadas pues
se acompaiian también de trastorne de
la reabsorcion de fosfato con raquitis-
meo secundario,

La distrofin eeulocerebral primera-
mente deseritz por Lowe 1% g5 fami-
liar.

Hay retardo mental, glancoma, raqui.
tismae m osteomalacia con glucosuria,
fosfaturia y aminecaciduria. En ¢l sin-
drome de Luder-Sheldon % también
familiar aparecen solamente en la orina
glucosa y aminodcidos. En la galactose-
mia, la degeneracién hepatolenticular, el
gargoilismo y la enfermedad de Mar-
fin también existe hiperaminozeciduria.
En las formas no clasificadas asociadas
a defectos mentales sefialaremos que
Thelander y Imagawa V' publicaron
6 casos con retzrdo mental y varias ano.
malias congénitas especialmente ocula- .
res ¥ aminoaciduria,

Joseph y colaboradores ©**! han pre-
sentado 3 nifios de la misma familia con
déficit mental, aminoaciduria genera-
lizada, epilepsia con alteraciones electro-
encefalogrificas y albuminorraquia per.
sistente. Estos trabajos son los que nos
hicieron pensar en 'esta pequeiia en-
cuesta.

La esminoaciduria sc¢ ha descrito en
intoxicaciones, especialmente la plim-
bica, que producen daiio tubular. No so-
lamente la hipervitaminosis D da ami-
noaciduria sine que las avitaminosis, C,
D, E y B12 son capaces de determinar
igucl trastorno. Los resultados en las ne-
fropatias, nefritis aguda y crénica, ne-
frosis son contradictorios, sefialindose &
veces (3 aminoaciduria,

R . C P,
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Las aminoaciduriaz especificas son la
cistinuria y glicinuria, ambes de tipo
renal.

El sindrome de Hartnup ¥ es ejem-
plo de la variedad combinada de amino.
aciduria. Es enfermedad hercditaria ca-
racterizada por ctaxia cerebelosa, re-
tardo mental, fotosensibilidad de la piel
y lesiones cutdneas semejantes a las de
la pelagra. La aminoaciduria es genera-
lizade pero con mayor excrecién de de-
rivados del triptéfane lo que sugiere
una alteracién concomitante del meta.
bolismo de los aminodcidos. En prema-
turos ¥y recién nacidos ocurre una hipe-
raminoacidemia con aminoaciduria tran.
sitorins sunque persiste mayor tiempo
la exerecién urinaria de ecstos compues-
tos. En 1a enfermedad de Wilzon punede
haber amincaciduria precrenal y renal
y por dltimo en la nefrosis seglin Woolf
y Giles % en los casos avanzados se
asocian trastornos metgbdlicos eon ami-
noaciduria prerrenal.

Nuestros casos muestran que las al.
teraciones de los aminodcidos son poco
frecuentes, pues solamente en uno se
vié wuna hiperaminoaciduria.

Esto concuerda con la opinién de Chis
solm y Harrison 2% que seficlan qoe los
estudios cromatogrificos de ratina en
poblacién de mnifios con retardo mental
indican que los trastormos de este tipo
son raros, Pero representan un grupo
importante pues puneden permitir ana-
lizar algunos de los procesos metabéli-
cos que influencian e] desarrollo ¥ las

funciones cerebrales.

Creemos que son necesarias més de-
terminaciones en este grupo de pacien-
tes, especialmente dosificaciones de ami-
nodcidos en sangre y orina para preci-
sar el origen prerrenal o renal de estas
alteraciones de los aminodcidos.

R C. P.
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CONCLUSIONES Y RESUMEN

Se determinaron los aminodcidos li-
bres urinarios por téenica de crometo-
grafia en papel por el método del *Sereen
Test™ de uno de los antores y cromato-
grafia bidimensional en 20 nifies con
encefalopatias crénicas. En las mayo-
ria de los pacicntes las determinaciones
fucron normzles.

Encontramos hipoaminoacidurias tran-
sitorias globales y parciales em varios
que lucen corresponder mis bien a tras-
tornos nutricionales asociados. Solamen-
te un nific con cuadriplegia espastica,
microcefaliz, epilepsia orginica, altera-
ciones clectroencefalogrificas y anoma-
lia de forma del sislema wentricular
mosled una hiperaminoaciduria global &
predominio de dcido glutémico y par-
cinl con aumento de #cide aspértico y
prolina.

CONCLUSIONS ET RESUME

Nous zvons déterminé les aminoaci-
des urinaires para la technique de chro-
matographie sur papicr para la méthode
du “sereen test” de I' un des autenrs et
para chromatographie bidimensionelle
chez 20 enfants attcints d' encéphalopa-
thies chroniques. La plupert des résul-
tats furent normaux. Nous avons tronvé
des hypoaminoaciduries globales et
partielles dans plusicurs qui semblent
correspondre plutst & des altérations
nutritives associées. Un seul de ces
enfants porteur d' une cuadriplégie spas-
tique avee microcéphalie, épilepeie or-
ganique, alterations électroencephalo-
graphiques et anomalie de forme du sys.
té ventriculaire avait une hiperaminoaci.
durie globale avec excrétion plus grande
d* acide glutamique et paxtielle ou pré-
dominaient 1* acide spartique et la pro-
line,
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