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de tipo "hurleroide”, a Ia cual s¢ le realizd ba determinaciba de las enzimas relacionadas con

¢l metabolismo de los

asl como la caracterizacidn anélica de la

mucopolisaciridos
enzima depominada alfa-L-iduronidasa, cuya deficiencia condujo al diagndstico de dicha

enfermedad.

INTRODUCCION

Las lisosomopatias 0 enzimopatias
lisosomales constituyen un grupo de
enfermedades por almacenamientodebi-
do al defecto en la sintesis o alteracion
de las hidrolasas dcidas o sus precursores
que conducen a la acumulacién de cier-
tos metabolitos en las células de diferen-
tes tejidos, y producen un deterioro
progresivo de las funciones del sistema
nervioso central (SNC) con alteraciones
neurolGgicas severas e irreversibles.

Dentro del grupo de las enfermeda-
des lisosomales s¢ encuentran las muco-
polisacaridosis, las cuales se caracteri-
zan en sentido general, por alteraciones
esqueléticas (disostosis maltiples), pre-
seqcia de retraso mental severo y la
excrecion aumentada de glucosaminogli-
canos (GAG) en orina.

La mucopolisacaridosis tipo 1 o
sindrome de Hurler (MPS IH/IS) estd
caracterizada por la deficiencia de la
enzima alfa-L-iduronidasa, con un pa-
trén de herencia autosémicorecesivo. En
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algunos paises la incidencia se considera
entre 1-2: 100 000 nacidos vivos!™ con
una frecuencia de portadores de 1/150
persona-.’

El presente trabajo tiene como obje-
livo la comprobacion diagndstica de una
pacientecon sospecha clinicade mucopo-
lisacaridosis, a la cual se le realizd la
determinacion de las enzimas relaciona-
das con el metabolismo de las MPS, asi
como la caracterizacién cinética de la
alfa-L-iduronidasa leucocitaria.

MATERIAL Y METODO

Presentacién del caso

Paciente Y.S.T. de 18 meses de
edad, nacida de parto fisiol6gico, produc-
10 de un embarazo normal y padres no
consanguineos.

Ingresa en el Institutode Neurologia
y Neurocirugfade Ciudad de La Habana
por presentar retraso en el desarrollo
psicomotor, melanosis cutdnea, facics
tosca, puente nasal aplanado, nariz y
fosas nasales anchas, hernia umbilical y
labios gruesos que se mantienen abier-
10s.

Se realizaron pruebas metabdlicasen
orina, consistentes en azul de toluidind®
y bromuro de cetil-trimetil amonio
(BCTA).

Para la cuantificaciénde mucopoli-
sacdridos totales en orina de la primera
miccién de la manana se utilizé el méto-
do del azul cian?

Para las pruebas metabolicas se
utilizaron 15 mL de orina de la primera
miccion de la manana y se siguid el
procedimiento descrito por Perry et al.

Los leucocitos fueron obtenidos a
partir de 20 mL de sangre heparinizada,
tratada con una mezcla de ACD-dextrin-
-glucosa en una proporcién (1,5-5;0-3,5)
(Vv). 10 ge resuspendieron €n aproxima-
damente 500 gL de agua destilada, y se
congelaron y descongelaron varias veces
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para facilitar su desintegracion y resus-
pension.

En la cuantificacién de grmeinas se
utiliz6 el método de Lowry.

Posteriormente se realizo el estudio
enzimdtico leucocilario de las enzimas
alfa-L-iduronidasa,arilsulfatasaB y beta-
-glucuronidasa a la paciente, madre y
control supuestamentesano, cuya sangre
fue obtenida del Banco del Instituio de
Oncologia y Radiobiologia y progesada
en las mismas condiciones que las mues-
tras. Se utilizaron métodos fluorimétri-
cos (metilumberiferil derivados) y colo-
rimétricos (nitrocatecol derivados).?

En la determinacion de la enzima
alfa-L-iduronidasa se utilizé como sus-
trato una solucion 2 mM de 4-metilum-
beriferil-alfa-L-iduronido  disuelto en
tampén formato de sodio 100 mM pH
3,5. Se tomaron 20 puL de sustrato,
20 uL de tamp6ny 20 uL de homogena-
to de leucocitos con una concentracion
de proteinascorrespondientea 3 pg/ul,
y s¢ incubd durante 1 hora a 37 °C. La
reaccion se detuvo por adicién de 1 mL
de tampdn glicinato de sodio 100 mM,
pH 10,4. Las lecturas de intensidad fluo-
rescente se delerminaron €n un espec-
trofluorimetro Schimadzu, modelo 540,
a ung lontitud de onda de excitacion de
365 nm y de emision de 448 nm, sensibi-
lidad 2, escala S.

La caracterizaciénde la alfa-L-iduro-
nidasa leucocitariase realizé mediante el
estudio de la estabilidad térmica a 48 °C
y determinaciénde los pardmetros ciné-
ticos Km (constante de Michaelis) y Vm
(velocidad maxima).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las pruebas cualitativas de azul de
toluidina y BCTA para la deteccién de
mucopolisacdridos urinarios se verifica-
ron positivas.

Se realiz6 la cuantificaciénde muco-
polisacdridos totales en orina de la pri-
mera miccion de la mafiana por el méto-



do del azul cian, y result6 un valor de
1750 mg de mucopolisacdridos/g de
creatinina (rango nurmal de 25a420mg
MPS/g de creatinina).!

En la tabla 1 se muestran los resulta-
dos de las actividades de 3 enzimas liso-
somales relacionadas con el metabolis-
mo de los mucopolisacdridos.Se observa
una marcada disminuciénde la actividad
de la enzima alfa-L-iduronidasade la pa-
ciente con respecto al control, lo cual es
indicativo de MPS IH o sindrome de¢
Hurler.

TABLA 1. Actividad especifica de la alfa-L-iduro-
nidasa {(MPS IH|IS), anlsilfatasa B (MPS VI) y
betaglucuronidasa (MPS VII)

Enzima Actividad especifica*
(Enfermedad) Paciente Control
MPS IH/IS 1,1 (7,8) 14,1 (200)
MPS VI 76,2 (85,1) 80,1 (100)
MPS VI1I 40,3 (71,2) 36,7 (100)

* La ntivldud espacifica se expresa en:
nanomoles/h Iu de p:'et-oim’ Los vale=
res entre paréntesis se refieren al tanto
por ciento con respecto al control.

Para el estudio de heterocig6ticos
se realiz6 la determinacion de la activi-
dad de la enzima alfa-L-iduronidasaa la
madre, que presentdel 50 % de actividad
con respecto al control, lo cual demuces-
tra el cardcter heterocigotico obligado
de los padres de la paciente que coincide
con el patrén de herencia de dicha enfer-
medad (figura 1).

Con la finalidad de caracterizar
bioquimicamente la enzima alterada se
realizé una curva de estabilidad térmica
(figura 2) a 48 °C. El comportamientode
la enzima procedente de la paciente es
indicativo de una  actividad residual
extremadamente baja y puede ser a causa
de la presenciade una actividad ines
fica 0 a una enzima residual de mayor
estabilidad.

50,1 %
18 %
Control Madre Paciente
14,1 71 1.1

(nmol de MUF/MNh/mg *' portefna™)

FIGURA 1. Actividad enzimdtica de la alfa-L-
tduronidasa leucocitaria.
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FIGURA 2. Estabilidad a 48°C de alfa-L-iduro-
nidasa. Las muestras de extracios de leucociios son
incubadas a 48 °C durante los tiempos indicados
¢ inmediatamente se determina la actividad de la
enzima alfa-L-iduronidasa tal como se indica en
Material y Méodo. En la abeisa se indican [os
valores de intensidad [fluorescente.

Debe resaltarse que la madre, al
presentar el 50 % de actividad de la
enzima con respecto al control, mani-
fiesta una discreta disminucién de la
estabilidad térmica en el transcurso del
tiempo, mientras que la actividad del
control disminuye bruscamente en los
primeros 15 minutos de incubacidn.
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En la 1abla 2 se observan los valores
de Km y Vm de los casos analizados por
los métodos cinéticos de Hofsteen y

TABLA 2. Km y Vim por los mésodos de Hanes y
Hofstee. Los valores de Km se expresan en mM y los
de Vin en intensidad fluorescentelmg ""thora ™'

Hanes. Aunque existe diferencia entre
los valores de Km de “a paciente, madre
y control, esta diferencia, no obstante, no Hanes Hofstee

es tan marcada como para atribuir esic K= Vo ¥m Ve
efecto a una alteracionen la afinidad por
el sustrato. la Vm del pacicnte se en-

cuentra marcadamente disminuida y la  Faciente 3.85 2,39 0.18 :-:'
: 3 &

madre presenta aproximadamente el (Madre 0,48 31.45  0.36 33,
P P Control 0,36 69,14 0.41 71,90

50 % del valor de Vm con respecto al
control'? (1abla 2).

SUMMARY

The case of a 18-month old patient presenting with phenotypical characteristics of "Hurle's syndrome” who
underwent the determination of enzymes related to the metabolism of mucopolysaccharides (MPS), as well
as the kinetic charactenzation of the enzyme called alpha-L-iduronidase, is reported. The deficiency of
alpha-L-iduronidase led to the diagnosis of this discase,

RESUME

On présente un cas d'une fille de 18 mois d’ige avec caracténistiques phénotypiques de type "hurleroide”
chez qui on a déterminé les enzymes ¢n rapport avec le métabolisme des monopolysachariques (MPS),
ainsi que la caracténisation cinftique de l'engyme alpha-L iduronidase, dont sa déficience a conduil au
diagnostic de cette maladie.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Waits RW, Gibbs DA. Lysosomal storage discascs: Biochemical and clinical aspects. Philadelphia: Taylor
& Francis eds. 1986:119-36,

2. Galjaard H. Genetic metabolic discases. Early diagnosis and prenatal analysis. North-Holland: Elsevier,
1980:82-91.

3. Rygji M et al. Heparan sulfate and dermatan sulfate fram the liver of a patient with Hurler syndrome:
high performance liquid chromatography of their degradation products alter incubation with alla-L-
-iduronidase deficient fibroblasts. Clin Chim Acta 1984; 137:179-87.

4, Mc Kusick Vet al. Allelism, non-allelism and genetic compound among the mucopolysacchandosis.
Lancet 1972; 1:993.

5. Matalon R Musculoskeletal discases of children. Ed. Guene & Shauon, Inc., 1983:381-45.

6. Bary KH. Screcning for mucopolysacchande disorders with the Berry Spot Test. Clin Biochem 1987,
20:365-71.

7. Lynch R Medical laboratory technology and clinical pathology, Second edition, La Habana: Instituto
del Libro, 1972:1108-9.

8, Whiterman P. The quantitative measurement of alcian-blue glycosaminoglycan complexes, Biochem J
1973; 131:343.50.

9. Pary TH et al. Urinary-screcning test in the prevention of mental deficiency. Can Med Assoc 1966
95:89.

10. Keledry M. Obtention of leucocytes. Clin Chim Acta 1976; 70:247-57.

11. Lowry OH «i ol Protcin measurement with Folin phenol reagent. J Biol Chem 1951; 193:265-68.

12. Nielsen JB er al. Normal excrelion of urinary acid mu
sulphalase deficiency, Hunter phenotype and alfa-antitrypsin  deficiency. Eur J Pediatr 1986

145:572-75.
198

arides in a boy with iduronale



