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La resonancia magnética nuclear protdnica (RMN 'H) s un método adecuado para la
deteccitm . de metabolilos de onna humana, cpecialmente ¢n casos de  desdrdencs
metabolicos. La aplicacion en el andlisis clinico cs de gran imporiancia. pucs se pucden
wentificar los diferentes metabolitos de forma simultdnea, de una manera répida y aimplc
sin pretratamicnto de la mucstra. En cste trabajo se reportan los espectros de RMN 'H de
Ia orina de mifios aparcniemenle sanos y de 5 afos que presentan diferentes destrdencs
metabdlicos, en los cuales fue posible confirmar ¢l diagndstico mediante 1a identificacidn
de los metabolitos andmalos especificos de cada cnremmdad Se¢ demuestra mediante eslos
cjemplos ilustrativos que la aplicacidn de la RMN "H al estudio de los errores congénitos
del metabolismo, incluso con instrumentos de campo bajo (90 MHz), puede ser de mucha
unilidad para el reconocimicnto rdpido de un gran nimero de estas enfermedades.

INTRODUCCION

La ru.un.snu.: magnética nuclear
protonica (RMN 'Hy ¢s un método
analitico poderoso que s¢ ha utilizado
en la deteccion ¢ identificacion de los
mctabolitos de diferentes medios isiolo-
gicos: plasma.' suero™y orina. ¥

La técnica de RMN 'H es capaz de
detectar en pocos minutos todos los
protonesde los metabolitos orgdnicos cn

un rango de concentracién milimolar,

por lo que pucdc scr usada para cl diag-
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néstico ripido de un grupo de acidurias
orgdnicas hereditarias, entre 1gs cualessc
pucden citar: la acidemia propitnica, la
aciduria metilmalonica, la cetoaciduria
de cadena ramificada (jarabe de arse), la
acidemia i IS0V aléricay la aciduria glutdri-
ca tipo L% Muchos datos bioquimicos
sobre estas enfermedades han sido obte-
nidos usando CG-EM. Sin embuargo, esta
mctodologia analitica implica un tiempo
de andlisis relativamente largo, asi como
una necesaria extraccion previa de la
muestra de orina. Por ¢l contrario, la
RMN 'H puede ser llevada a cabo sin
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pretratamicnto de la muestra v puede
proveer un espectro diagndstico en muy
corto tiempo (de 5 a 10 minuos). En
uno de los primeros lmhd]lh sobre la
aplicacion de la RMN "H al estudio d'i
enfermedades metabolicas, Nicholson
planteaque la resolucidnde espectrome-
tro de 90 MHz ¢s muy baja para la rcali-
zacion de mediciones cuantitativas, a
causa de las interferencias presentadas y
sugicre que se utilice un equipo de 2504
400 MHz, por cuanto s¢ minimiza ¢l
solapamicnto de picos y los espectros
ofrccen una mayor _informacion. Sin
embargo, Y.tm.tgur..hi‘ demostrd poste-
riormente que si bicn ¢l uso del espec-
trémetro de 90 MHz no permitia un
estudio detallado sobre la asignacidn v
cuantificacion de las senales, la resolu-
cion de cstas ultimas cra suficiente para
la identificacion de metabolitos patolog-
¢os. De esto se concluyen que aun utili-
zando instrumentos de campo bajo, ¢l
mélodo representa una ayuda muy valio-
sa para ¢l diagnéstico rdpido de diversos
desdrdences innatos del metabolismo.

El objetivode csie trabajo ¢s presen-
lar nuestras experiencias pn.llmlmrc
sobre la aplicacionde la RMN 'H con la
utilizacion de  un cspectrometro de
90 MHz, ¢n el estudio de pacientes que
presentandiferentes desordencs metubo-
licos.

MATERIAL Y METODO

Se recolectaron muestras de la pri-
mera orina de la manana de 15 ninos
apareniemente sanos y de 5 niios
con diferentes desordenes metabolicos.
Para h obtencién de los espectros de
RMN 'H se¢ introdujo 0,3 mL de este
fluido ¢n un wbo de 5 mm de didmetro
externo, se¢ anadio 0,02 mL de agua
deuterada (D,0), para mantener la
relacion campo-frecuencia constante, y
DSS (sal sddica del 4cido 3-trimetilsi-
lilpropanosulfénico) como referencia
interna, Los espectros fueron registrados

en un equipo FX-90Q de la firma JEOL,
con transformada de fourier. Se etilizé el
método HMG (gated homonuclear de-
coupling) para eliminar la senal intensa
de los protones del agua, pulsos de 45 °,
un ancho de barrido de 900 Hz, 8 K de
memoria interna y 4 s de repeticion de
pulso.

RESULTADOS Y DISCUSION

El especetro de RMN 'H de la orina
de un nIMo aparentemente sano s¢ mucs-
tra en la figura 1. Se observa ¢l doble-
te del grupo metilo de la alanina ¢n
L4 ppm, ¢l doblete de los protone: meti-
I¢nicos del deido citrico en 2,6 ppm, ¢l
singlete de los protones metilicos de la
creating v creatinina en 3,02 ppm y los
protones aromaticos del deido hiparico
en 7.6 ppm. Las sciales que aparecen
entre 7 v 7.4 ppm son atribuibles a los
protones derivados del fenol y del dcido
benzoico. Todas estas sehales fucron
cncontradas ¢n 15 ninos de control,
aparcnlemente sanos, v se consideran
compuestos quimicos normales en la
orina.

Enlafi [figura 2 s¢ muestra el espectro
de RMN 'H dc un nifocon hiperglicinu-
ria, 1o quec sc demuestra por ¢l desplaza-
micnto quimico del grupo metilénico de
la glicina en 3.5 ppm. Esto fuc compro-
bado al anadirse glicina a la muestra y
oblenerse un incremento de esta senal.

La detecci6n rédpida de hiperglicinu-
ria ¢s un clemento muy importantecn ¢l
estudio bioquimico de pacicntes con
sospecha de padecer un desorden innato
del metabolismo, pucs un gran numcero
de estas  patologias que evolucionan
con aciduria orgénica presentan ¢l incre-
mento de glicemia en plasma y orina
como una caracleristica secundaria.

El espectro de RMN 'H de la orina
de un nino que excreta dcido ldctico
COMO COMPONENLE MAYOTilario s¢ mucs-
tra cn la figura 3. Se observa ¢l doblete
del grupo metilo en 1,34 ppm.
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FIGURA 1. Especiro de RMN 'H de la orina de un nifio aparentemenie sang.
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FIGURA 2. Especro de RMN "H de la orina de un nifio con hiperglicinuria,
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FIGURA 3. Espectro de RMN 11 de la oring de un nifio con acidasis lciica,
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FIGURA 4. Espectro de RMN "H de la orina de un nifio con diabetes mellitus.



La comprobacion sc¢ recalizdé cn
forma idéntica al caso anterior. Final-
mente la acidosis ldctica severa fue con-
firmada mediante ¢l estudio de la muces-
tra de orina por ¢l sistema CG-EM.

En la figura 4 s¢ mucstra ¢l espectro
de RMN "H de Ia orina de un nifo que
excreta como  componente  principal
glucosa. Estas sciales aparecen entre 3y
5.3 ppm. Esto ¢s indicativode la existen-
cia de diabetes mellitus en ¢l pacienie.

En l1a figura 5 s¢ muestra el espectro
de RMN 'H de la orina de neonato en
estado grave, en ¢l cual se sospechaba de

una acidemia orgdnica sobre la basc de
criterios clinicos. Se observa ¢l singlete
de los grupos metilicos de la acetona en
2,2 ppm como la sefal mds intensa, lo
que evidencia el estado de celosis severa.
Ademds, sc observan algunas sefales de
compucstos patoldgicos,como la propio-
nilglicina,con su triplete del grupo meti-
1o ¢n 1,13 ppm y ¢l cuarteto del grupo
metilénicoa 2,38 ppm. El écido 3-hidro-
xibutirico aparecc con su doblete del
grupo metilico a 1,21 ppm y el triplete
del grupo melilénico en 2,42 ppm; las
scialces de la tiglilglicinaresuenan a 1,83
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FIGURA $. Espectra de RMN "I de la ening de un mitio con acidenia prapidnica,
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v 185 ppm como doblele y singlele,

respectivamente. Debe  senalarse  por
Gltimo que la seial a 3,55 ppm corres-
pondiente al grupo metilo de la glicina
aparece algo incrementada lo que de-
mucstra una ligera hiperglicinuria. &la
caracterizacion del espeetro de RMN 'H
permitié dingnosticar de forma rdpida y
precisa gque ¢l paciente padecia de una
acidemia  propi6nica (dcﬁn.nua del
cnzima propionil CoA carboxi asa)”

En la figura 6 s¢ muesira ¢l espectro
de un nifio que se cncontraba cn una
sala de tcrapia intensiva, con sospechas
clinicas de una .'ludurm orginica. En ¢l
cspectro de RMN 'H se observa la
senal de los grupos metilicosde la aceto-
na a 2,2 ppm. Aparece, ademds cl doble-
te  del grupo metilo a 1,26 ppm y ¢l
cuarteto del grupo metinico a 3,33 ppm
del dcido meilmaldnico. La existencia de

este compuestoen ¢l fluido se comprobo
con la adicion de una cantidad adicional
de  deido metilmaldonico v permitio
diagnosticar ¢l caso como una aciduria
metilmaldnica, Este caso respondio al
tratamicntocon vit By ,. ¥ s¢ observd una
mejoria clinica del paciente.

Una de las ventajas de la Cespectros-
copia dec RMN "H es que cada senal del
espectro corresponde a grupos funcioni-
fes de disuntos compuestos quimicos
presentes en la orina que muestran dife-
rentes desplazamientos quimicos. Esto
permite analizar la composicionde mez-
clas complejas ¢ identificar los metabo-
litos presentes en ellas.

La aplicacion de la RMN "H es de
gran importancia en el andlisis clinico,
debido a que permite identificar los
metabolitos normales y patolGgicos de
forma simultdnea, de una mancra ripida
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FIGURA 6. Especro de RMN 'H de la orina de un nifio con aciduria metilmaldnica



y simple, sin pretratamicntode ko mues-
L.

Existen diferencias entre los espeg-
tros de RMN TH de orina de nifos apa-
rentemente sanos v de enfermos con
desdrdenes metabdlicos, Gue permiten

anémalos.

Por 1o costoso de estas 1éenicas, la
RMN "H v 1a C6-EM no pucden ser
utilizados para pesquisajes masivos de
enfermedades metabdlicas. No obstante,
por su alta sensibilidad v resuliados
concluyentes, son los idoncos para la

Ia identificacion de los  metabolitos  realizacion de un sereening selectivo,

SUMMARY

Proton nuclear magnete resonance {1TH NMR) is an adequate method for the detection of human unne
metaboliles, ovpeaally i canes of metabalic disorders. Its application in clinical analysis is of great
mnportance saee different metabolites con be simultaneously slentified in a simple and rapid form without
a proviows ireament of the sample. This paper teports an the specira of 1H NMR of the urine form
seemingly healihy children and 3 children wab ditferent metabalic disorders, in whom the diagnosis could
e evadencud by the slentification of the anomalous metabolite specitic for each discase. The application
of LHENME o the study of congemital ersons of metabobsm has proved 1o be very uselul for a rapid
gecogmtion of g sunber of these doeases, oven walhl b [icld istraments (90 milz).

RESUME

La résonance magnéligue nucléaire protomigue (IRMN TH) ost une méthode adéquate pour le dépistage
de metaboliles d'unioe humaine, notamment dans les ¢as de troubles métaboliques. Son application Jdans
Vanalyse chnique ot dune grande importance, puisquon peut idennfier los dilférents métaboliles
simultanénent June nmnidre ramde o simple, sans tratier Féchantillon au peéalable. Dans ce travail on
rapporie les specires de [(WMN "I de V'urine d'eafanis apparemment sains e de S autres qui pr&cntaient
diftérents troubles méabaliques, chez lesguels il a ¢ possible de conlirmer le diagnostic au moyen de
I'deatification des métabolies anormaux spécihiques Jde chaque maladie. Au moyen de ¢es exemples, on
démontre que Vapphicaton de la RMN "H 3 I'étude des erreurs coagénitales du métabolsme, méme
avee des imtraments & Lable Shoaanp (90 MUY, peut #re d'une grande wlilité pour le dépistage  rapide
d'un grand nombre de ces maladies,
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