Rev. Cub. Ped. 42: 35.37, Ene.-Feb,, 1970

Determinacion cuantitativa del dcido
formiminoglutdmico (FIGLU) urinario

Por la Dra. Josera Guay Sixcrez!?

Capitulo 1

. Introduccion y método

Tanto la Vit. B12 como ¢l acido féli-
co. forman parte de una serie de siste-
mas enzimaticos, que lienen a su cargo
la sintesiz de los acidos nucleicos, que
son indispensables para que se lleve a
cabo una hematopoyesis normal. El aci-
do filico. una vez que bajo la influen-
cia de la Vit, C y de la propia Vit. B12
=¢ transforma en dcido folinico (tetra-
hideoformil-félico, factor eitrovorum).
cataliza ¢l metabolismo ¥ el transporie
de las unidades de un carbono necesa-
ria= para la formacién de aminodcidos
v de la sintesis de las nueleoproteinas.®

El factor citrovorum, es una coenzi-
ma necesaria para la sintesis del acido
nucleico v de los aminodacidos.® Se eree,
que el acido félico aectie transfiriendo
un atomo de carbono, un proceso fun-
damental en la sintesis de las nucleo-
prroteinas.’

En la anemia megaloblistiea de la
Infancia, la determinacién urinaria del
acido formiminoglutimico (FIGLU), ha
il un buen indicador del défieit l:t'."
acillo félico, encontrandose aumentado
a1 exerecion,'®

Kl FIGLU fue aislado probablemente
por vez primera, eomo un precursor del
acido glutimico, en la orina de ratas
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con déficit de acido folico, (Bakerman
y eols, 1951). Una sustancia similar fue
reportada por degradacién enzimitica
de la Histidina por Borek v Waelseh,
(19534, Probablemente idéntica eon la
sustancia encontrada en la orina «de las
ratas por Seegmiller v cols. (1954).°

El dcide formiminoglutimico (FI-
GLUY. ez un intermediario en la trans.
formacion de la histidina a dcido glu.
tamico. por medio de la enzima formi-
minotransferaza. la eual transfiere el
grupo formimine al deido tetrahidrofd-
lico, Esta nltima swstancia estd aosen-
te en la deficiencia de deido félico, acu-
mulindose por tanto el FIGLLU, siendo
exeretado en grandes cantidades por la
orina.' La histidina, es por lanto, un
preeursor del deide formiminoglutami-
co en ¢l organismo v ha sido adminis-
trada para aumentar su excrecion (Ta-
bor v ecols, 19531 La histidina 2 un
aminodcido hisico (haze hexdnical 3 su
degradacion comicnza por una elimina-
cion de amoniaco, que corresponde a la
formacion de dcido fumarico: el com-
pucsto no saturado recibe el nombre
de acido urocanico. por haber sido en-
contrado por primera vez en la orina
del perro. =sin embargo. ne es ningin
producto normal de exerecidn, sino que
sufre ulteriores transflormaciones: en es-
ta reaccion interviene una enzima, la
histidasa. Por adicién de agua, despla-
zamiento del doble enlace ¥ la urocina-



sa, s¢ forma el dcido imidazolonpropis-
nico, v de éste, por abertura hidrolitica
del anillo, el dcido formiminoglutamico
(FIGLU). rwransformindose el mismo
por medio de la enzima formiminotrans-
ferasa v el acido tetrahidrofalico en
acido glutamico. (Cuadre I).%71010

La excesiva excrecion del FIGLU, des-
pués de la sobrecarga por via bucal de
L-Histidina, ha side informada en los
pacientes con défieit de deido félico, v
ha sido usado como una prucha para
esta deficiencia (Luliby y cols., 1959 a y
b, Spray v Wits, 1959).% El FIGLL, ze
mantiene aumentado en la orina des-
pués de la administracién de la L'His-
tidina durante tres dias?

La administracion de una simple do-
siz de sobrecarga por via bueal de L'His-
tidina, v el uso del alto voltaje electro-
forético para detectar FIGLU en la ori-
na, ez un rapido, especifico v sensible
método, de gran aplicacion.®

Los individuos normales exeretan me-
nos de 2 mlg/hora de FIGLU en la ori-
na v usualmente trazas o nada. En la
deficiencia de dcido félico la exerecién
es mayor de 3.5 mlg/hora.** Se coineide
en que la exerecion de FIGLU en la
orina ha sido mayor en los déficit de
dcido folico, que en los normales o los
que tienen déficit de Vit B12.#2

La prucha parece ser de valor en la
investizacion de la anemia megaloblis-
tica por déficit de dcido félico®* 5500
15,14,15

El método empleado para la determi-
nacién cuantitativa del dcido formimi-
noglutaimico (FIGLU), fue ¢l utilizado
por Kohn (1964). con algunas modifi-
caciones,?

PROCEDIMIENTO

Se le suministra al paciente una sobre-
ecarga en ayunas con L'Histidina por via
bueal a una dosis de 100 mlg/lb., en
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100 ml. de agua, se desecha la orina du-
rante tres horas después de la ingestién
¥y a partir de entonces, se colecciona la
orina en un frasco con cristales de timol
y 14 ml de dcido clorhidrico concen-
trado durante 5 horas v se manticne a
una temperatura de 4 C.

Usando papel Whartmann No. 1, en
tirillas de 414 ems. de ancho por 14 cma.
de largo v un buffer de acetato de piri-
dina a un pH de 5.4; se colocan dos cin-
tillaz en la camara electroforética du-
rante 15 minutos a 300 Vohiz v 25
Amp.; lucgo. en cada una de las cinti-
Has, s¢ montan en sa parle saperior,
iguales cantidades de la orina del pa-
ciente, previa sobrecarga con L-Histidi-
na, ¥ por debajo un control de FIGLU
Patrén de 500 ug/ml, anadido a un con-
trol wurinario.

Se realiza una corrida electroforética
durante 50 minutos a 300 Velts y 2,5
mAmp. Se extraen las dos cintillas de
Ia camara electroforética vy se secan en
el horno entre 90 y 100 C durante 5 a
10 minutos.

Una de las cintillas se expone a va-
porez de amoniaco, ¥ se somete a un
abanicar suave para eliminar exceso de
amoniaco. Las dos cintillas son eolorea-
das con colorantes de Ninhydrina al
0.2% en alcohol, ¥ se secan al horno a
una temperatura de 80 a 90°C durante
5 a 10 minutos,

Con esta téenica tres manchas son vis-
taz en ecada cintilla: Ia mancha préoxima
al catodo corresponde a la histidina, la
central a la glicina ¥ la cercana al ano-
do al dcido glutamico. 5i el FIGLU es.
1id presente en la orina, esto puede ser
detectado solamente sobre la eintilla
expuesta al amoniaco como una man-
cha correspondiente a la movilidad del
FIGLU y combhinado con la mancha del
dcido glutamico.

Una determinacién serMicuantitativa de
la cantidad de FIGLU presente puede
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ser obtenida por comparacion de la in-
tenzidad del color de la mancha control
con la mancha de FIGLU del paciente.

Laz manchas de aminedcidos corres-
pondientes a la posicién del FIGLU o
ambaos, la parte amoniacal ¥ la no amo-
niacal de las cintillas son interceptadas.
Las manchas de la parte no amoniaeul
sirve como un blanco. Esto se aplica a
In prucha urinaria, asi como al patrén
urinario. Las manchas intereeptadas son
fragmentadaz en pequeiiozs pedozos y

se colocan en tubos de eristal rotulados
en Iml. de fluido eludidoe (38 Veol. de
etanol al 759 v 2 Vol. de Sulfato de Co-
Lire al 0.19% en H20). Los tubos son sos-
tenidos ¥y vigorosamente agitados de 15
a 30 minutos y entonces centrifugados a
1500 r.p.m. por 5 minutos. La elusion
que sobrenada es medida alrededor de
540 m.u. en el espectrofotémetro.

El calcule es como signe:

{prucha orina NH3) — (prucha orina
de hlanco)

Cone. de FIGLU

{Prueba orina NH3 — (prueba orina de blanco)

(Patedon NH3) — (patron de blanco)

o e i e

Fig. . Caze No, 20;

— % Patron

= FIGLU ug/ml. de orina.

-

I* - Ovrina del paciente 8 horas despaés de In sobrecargn por vie bucal con LHlis.

fielin.

O = Control de FIGLU Patran e 50 ugml, La cintilla inferior ha sido expuesta
a vapores de omoniace ontes de ser coloreadas con Ninhydrinae; [dssuperior

hua sido coloresda directamente.

38

R. C. P.
Exene-Feorero, 1970



RESUMEN

1. Presentamps los fundamentos tedri-
cos de la valoracion cuantitativa del
acido formiminoglutamico (FIGLLU)
urinario, como prueba diagnéstica
en el déficit de deido folico.

2. Se deseribe el método con algunas
modificaciones, para la determina-
cion cuantitativa electroforética.

3. Se hace énfasiz sobre ¢l valor de
csta prueha en la investigacion de la
anemia megalohlistica por déficit de
dcido folico.

SUMMARY

The theoretical foundations of the
quantitative valuation of the formimi-
noglutamic acid in urine, as a diagnos-

tie test of folic acid deficiency, are pre-
sented. The method with several modi-
fications for the electrophoretic quan-
titative determination is described. Em-
phasizs on the value of this test in the
investigation of the megalolilastie ane-
mia for folic acid deficiency is made,

RESUME

Nous presentons les fondements théo-
riques de la valoration quantitative de
Pacide formiminoglutamique urinaire,
comme preuve diagnostique dans le dé-
ficit d'acide folique. On décrit la mé-
thode avee quelques modifications, pour
la determination quantitative electro-
phoretique. On souligne la valeur de
cette  prenve dans investigation de
Iinvestigation de l'anemie megaloblas-
tique par deficit dacide folique,
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