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APLICACION DE LA CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA CON-
TINUA A LA SEPARACION, IDENTIFICACION Y CUANTIFI
CACION DE AZUCARES DE INTERES METABOLICO EN MUES
TRAS DE ORINA Y SANGRE IMPREGNADAS EN PAPEL.
J.R. Alonso-Fernandez; C. Parrado; M.D. Bfveda;
C. Rey; J.L. Barreiro; J. Pefia; J.M. Fraga.
taboratorio de Alteraciones MetabSlico-Gen&ticas
y Nutricionales. Departamentc de Pediatria. Fa-
cultad de Medicina. Universidad de Santiago de
Compostela.

En otro Congreso de nuestra Sociedad presen
tamos un método para detectar la presencia de
sustancias reductoras en muestras de orina im-
pregnadas en papel, basado en la reduccifn de
vanadio pentavalente a tetravalente en medio sul
flirico.

Para la identificacifn y cuantificaciln de
azicares de interfs metabSlico en estas muestras
y en la de sangre del mismo sujeto tambifn im-
pregnada en papel desarrollamos un procedimien-
to de cromatografia en capa fina continua gue
presentamos ahora. La deposicifn de la muestra
se hace eluyendo directamente del papel en gue
ests impregnada a la placa. Se hace un estudio
de la influencia del tiempo de evaporacifin sobrd
los Rf. de los azlcares ensayados utilizando pa
trones disueltos en orina exenta de sustancias
reductoras, Se estudia también la influencia del
tipo de papel empleado en la recogida de la mueg
tra (Whatman 3 MM y Schleicher and Shiiil 903).

Se muestran resultados obtenidos de pacien
tes galactosémicos y con diabetes neonatal.
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MEDICION DIRECTA E INDIRECTA DE TIROXINA LIBRE Y SU DEPEN-
DENCIA DE LAS PROTEINAS DE TRANSPORTE DE HORMONAS TIROIDEAS)
J. Drdhez, M.D. Solans, M. Cortds ,J. Rodriguezd; Gimez,
Servicio de Bioquimica. Hospital de ja Sta Cruz y San Pabloy
Avda S. Antonio Marfa Claret, 1657. Barcelona (25).

El objeto del presente trabajo ha sido el estudio de
la utilidad de varios métodos directos e indirectos de medi
da de tiroxina (T4) libre, asi como el estudio de su depen-|
dencia de las alteraciones de los niveles de proteinas de
transporte (PT) de hormonas tiroideas,

El estudio comprendif 85 sujetos: 20 controles (en los
que se obtuvieron los rangos de referencia), 45 con patolo-
gfa extratiroidea (34 con niveles bajos de PT y 11 con nlvg_L
Tes normales) y 20 embarazadas, En todos los casos se deter
mind: T4 total, TBG-TBPA-Albimina {electroinmunodifusifn), |
captacifn de T3 en resina y T4 Tibre segln 3 métodos de ra-
dioinmuncensayo (C.Assays, Damon y Amersham). AsY mismo se
calcularon: indice de T4 libre (FT41) seqln las fGrmulas de
Clark&Horn y Hamada, la razln T4/786 y la T4 Tibre de acuer
do con 1a ley de acciln de masas. =i

El estudio de correlacibn de Tos diversos pardmetros
con los niveles de PT, mostrf que los valores de T4 libre
C.Assays y Damon eran pricticamente independientes de las
PT, mientras que 1a T4 1ibre calculada mostraba la mayor co
rrelacibn de entre los parSmetros estudiados. Las medidas |
indirectas (FT41 y T4/TBG) presentaban una dependencia in-
termedia. lgualemente se estudid el % de sujetos con valo-
res anormales para cada pardmetro y ?rupn. Los mejores re-
sultados globales se obtuvieron con la T4 C. Assays (12.3%
de valores anormales); en tanto que en el grupo de patolo-
gia extratiroidea con PT bajas 1a T4 libre C. Assays (5.9%
en el grupo de PT normales la T4 Tibre Damon y T4/TBG{0.0%
¥y €n embarazadas la T4 libre C. Assays (20.0%) resultaron
los pardmetros de mixima validez.
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POSIBILIDAD DE UTILIZAR LA TINCION CON ACRIDINA
PARA ElL DESPISTAJE NEONATAL DE ORGANICO ACIDURIAS
ESTUDIO COMPARATIVO CON LA TINCION DE FAST GAR-
NET.,

J.R. Alonso-Fern&ndez; M.D. BSveda; C. Rey:

C. Parrado; J.Pefia; J.M. Fraga.

Laboratoric de Alteraciones Metab&lico-Genéticas
y Nutricionales. Departamento de Pediatrfa. Facul
tad de Medicina. Universidad de Santiago de Com- |
postela.

Las muestras de orina impregnadas en papel
(Whatman 3 MM o Schleicher and Schiil 903) y los
patrones de Acidos orgfnicos de interfs metab&li-
co disueltos en agua o en isopropanol acuoso
(10-50%) e impregnados en los mismos papeles se
cromatograff{an usando la cromatograffa en papel
ascendente con n-butancl, Scido ac&tico, agua
{12:3:5) . Durante aproximadamente 4 horas y media

Discas de muestras y patrones,de 6 mm de dif
metro se insertan a 2 cm. del borde del papel i
cromatogr&fico (Whatman 3 MM) de 19 cm. de alto.
El desarrollo se hace en tangues cilfndricos.

Se comparan los resultados obtenidos con los
dos reactivos de tincifn-FAST GARNET y Acridina-
estudiando los limites de deteccifSn para los &ci-
dos ensayados, facilidad de interpretacifn y la
informaciSn cbtenida en cada casc.

Se estudian muestras de pacientes con acide
mia metilmalénica, lactica y oxSlica.
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ESTUDIO DE MUCOPOLISACARIDOSIS MEDIANTE SEPARA-
CION DE GLICOSAMINOGLIGANOS POR CROMATOGRAFIA
EN CAPA FINA CONTINUA,

C. Parrado; J.R. Alonso-Fernfndez; M.D. BSveda;
J.A. Cocho; J.M, Fraga; J. Pefia’

Laboratorio de Alteraciones Metab8lico-Genticas
¥ Kutricicnales. Departamento de Pediatrfa. Fa-
cultad de Medicina. Universidad de Santiago de
Compostela.

S5e realiza un estudio de separacitn de sie-
te glicosaminoglicanos por cromatograffa en ca-
pa fina continua, Scbre placas de silica gel.

Las muestras de orina fueron tomadas de pa-
cientes con mucopolisacaridosis, recogiendo la
orina de 24 h. con mertiolato al 1%.

Se hace un estudio sistemStico de la in-
fluencia en los valores de Rf. de la composicifnl
del 1fquido de desarrcllo, tiempos de evapora-
cifn y formacifn de sales de los mucopolisac8ri-
dos.

Se propone un método con el gue se puede
realizar el anflisis cualitativoysemicuantitati-
vo de los distintos mucopolisacaridos y tipifi-
car la enfermedad

ESTUDIO DE TRES CASOS, EN UNA MISMA FAMILIA, CON
HIPERORNITINEMIA, HIPERAMONEMIA Y HOMOCITRULINURLA.

M.Rodés; L.Alvarez; M.A.Vilaseca; A.Ribes y |.Sabater.
Dpto.Metabolopatias; Inst.Bioquimica Clinica;
Apartado de Correos, 145 CERDANYOLA (Barcelona)

Clinicamente los pacientes presentaron; Intolerancia a
proleinas con vomitos esporddicos; Déficlt intelectual mo-
derado; Alteraciones del comportamiento importantes y tras-
lorrios motores con signos piramidales y paraparesia es-
pdstica.

La alteracion bdsica de mertabolismo de esta enfermedad
todavia no se conoce exactamenie, probablemenie se trata
de un defecto en el transporte de ornitina a nivel de mi-
tocondria, responsable de! aumentc de ornitina en plas-
ma y de NHL en sangre, permaneciendo sin explicacién
la gran eliminacion de homocitrulina en orina.

En los tres pactentes, el findice de aclaramiento renal
para ornitina y aminodcidos relacionados es normal; Las
concentraciones de ornltina y demds aminodcidos, en eritro-
cites , estdn _alteradas; En el ensayo de Incorporacidn
de ornitina Cléen proteinas, realizado en cultive de fi-
broblastos, =se ha encontrado una gran disminucién de
dicha Incorporacién. Se han ensayade los efeclos de: so-
brecarga de ornitina; dileta restringida en proteinas y
dieta restringida de proteinas mas sobrecarga de orni-
tina, en los niveles de ornitina, amonic y homocitrulina,
enconitindose que wuna dieta restringlda en proteinas
junto con sobrecarga de ornitina consigue disminulr los
niveles de amonio en sangre y la eliminacion de homoci-
trulina en orina.

Incorporacién de ornitina ¢l en cultivo de fibroblas-
tos realizado por F.X. Coudé, segin la metodologia de
V. Shih y cols.: ]. Inher.Metr.Dis (1981} 4. 95-96.

POSTER N¥ 32

HIPERGLICINEMIA CETOTICA CAUSADA POR DEFICIENCIA
DE PROPIONIL-CoA CARBOXILASA

M.D. Sudrez, J, L. Periago, M. Loscertales, J, Ma
donado y F. Sé&nchez-Medina.

Dpto. Bioquimica. Universidad de Granada.

Se comunica el estudio y diagnéstico de un
aciente (J.M.U.) con hiperglicinemia cetdtica de
Eido a un déficit de propionil-CoA carboxilasa de
leucocitos.

El paciente fue hospitalizado a los dos me-
ses y medio debido a una intensa crisis acidéti-
ca. Las determinaciones de aminodcidos en ausen-
cia de aporte proteico mestraron niveles altos de
glicocola en suero ¥ orina (3.79mg/dl y 2.80g/g
creatinina) mientras que el resto de aminodcidos
permanecia dentro de los valores normales. Al ali
mentarle con una dieta normoproteica (2.20 g pro-
teina/kg peso/dia) las concentraciones de glico-
cola en suero y orina aumentaron lzz.lﬁmgfgl y
5.94g/g creatinina) y el paciente sufrid una
nueva crisis acidética. Se sospecho que podria
tratarse de una hiperglicinemia cetdtica debido
a carencia de propionil-CoA carboxilasa por lo
que se le suministrd una dieta hipoproteica (0.75
g proteina/kg peso/dia) con un elevado contenido
en triglicéridos con dcidos grasos de cadena me-
dia par. Al mes de recibir esta dieta se determi-
né la actividad propionil-CoA carboxilasa de leu-
cocitos de sangre periférica y se encontrd una
diferencia sustancial entre la actividad del pa-
ciente (7.4 pmoles/min/mg proteinaly de un con-
trol adulto normal (51.4 pmoles/min/mg proteina).
Los andlisis de aminodcidos que se han realizado
posteriormente tras la alimentacidn con esta die-
ta suplementada con biotina (10 mg/kg peso/dia)
han mostrado valores normales en suero (5.29 mg/
dl)} y orina (4.48 g/g creatininal, y el pacien-
te ha mejorado considerablemente desde el punto
de vista clinico.
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DETERMINACION ANALITICA DE AMINOACIDOS EN FLUIDOS BIOLOGICOS
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA ALTA EF¥CACIA.

Dr, J.M. ESCOLA y Dr. J. REMON

SERVICIO DE ANALISIS CLINICOS. RESIDENCIA SANITARIA NUESTRA
SRA, PERPETUO SOCORRO, BADAJDZ

Unidad Bioguimica MetabBlica.

En estos momentos la Cromatograffa Liquida de Alta Eficacia
estd imponiendo como tEcnica de gran importancia para 1a reso-
lucién eficaz y rdpida de miltiples problemas de identificacidr
y valoracion de pardmetros bioguimicos en Quimica Clinica.

En nuestro Laboratorio de la Residencia Sanitaria de la S.S.
se dispone de un equipo WATER de dos bombas con fluorimetro y
microprocesador para programacifn de gradientes y un registra-
dor integrador automitico para la cuantificacifn de los resul-
tados, con inyeccitn manual, y que en estos momentos est§ reso]
viendo problemas de Bioquimica Metabflica y especialmente 1a |
Cualificacidn y Cuantificacidn de Aminodcidos en fluidos biolf-
gicos,

La operacifn se realiza con une previa preparacifn de la
muestra comenzando por una precipitacién de las proteinas con
dcido sulfosalicilico, seguido de centrifugacifn y filtrado del
liquido sobrenadante,

La muestra obtenida se derivatiza con orto-phtal-dialdehido
para conseguir un producto fluorescente,

La derivatizacin se realiza precolumna y se inyecta en el
cromatégrafo.

La columna empleada es de fase reversa, empleando el tipo de
compresién radial.

Se aplica gradiente bipario con cambio tanto en la fase mé-
vil como en el flujo consiguiendo la terminacifn del cromato-
grama en 45 minutos,

La reproductividad de los datos obtenidos sobre los AA.Tiro-
sina,fFenilalanina,Leucina,lsoleucina,Arginina y Glicocola dan
un C.V. da aproximadamente el 1%,

Los 1imites de detecciBn por este procedimiento son superio-
res que los que emplean 1a Ninhidrina.
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= DETERMINACION AMALITICA DE FENILALAMINA; TIMUSINA; ASI COMO
SUS METABOLITUS; FENIL-FIRUVICO, FENIL-LACTICA Y HOMOGENTISICO
EN LIQUIDOS BLOLOGICOS POR 1SOTACOPORESIS T EN UNA SOLA AFLICA-
C1ON,

= Dr, J.M, ESCOLA y Dr.J.ReMON

- SURVICIU ANALISIS CLINICUS HLSIDENCIA SANITAKRIA Ntra.Sra.PERPE-
TUQ S0COHRO. BADAJOL

— JEFE UNIUAD BIOYUIMICA METABOLICA.

Cada din ews mayor la importancia de la determinaciom de
Fenil-alanine y Tirosina asi como sus metabolitos perque cadn
dia es mayor su incidencia clinica, Han sido varios los metodos
analiticos sugeridos pero todos elles van encaminados a su det er
minacion por separade, no existiendo en la actualidad, que conoz—
camos un metodoque los pueda determinar en uns sola operacion
o proceso y sin derivatiz,cion.

Disponemos en nuestra Institucion del TACOFOR 2127 de LKB
equipado con detector termal y uno de ultravicleta de 254 nm, con
columna de teflon de 620 mm. termoststizads a 25%C, por lo que
se ha abordado este problema m nuestro enterder con exito, empleas
do u leaden electrolito a pH 9°7T y un terminates electrolito a

ph 10,

La prepracion de la muestra se resliza precipitendo las protei
nas con acido sulfosalicilico. centrofugacion posterior y Filtra-
do y se inyecta el liquido sobranadante una vez filtrado.

De los resultados obtanidos sacamos la conclusion de que con
esta metodologis obtenemos resultados repetitivos con una veria-—
cion menor del 2% y pudiendo detectar concentraciones muy sufi-
cientes para detectar enfermedades congenitas de Fenil-alanios y
Tirosina,
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ASPECTOS CLINICOS, BIOQUIMICOS Y TERAPEUTICOS EN UN CASO
DE HIPERGLICINEMIA NO CETOSICA

L.Alvarez, M.Rodes, M.Pineda. Seryicio Bioqufmica.Hospital
San Juan de Dios.Carretera Esplugas,s/n.Barcelona-34.

La hiperglicinemia no cetdsica es una enfermedad metabdli-
ca congénita debjda a_un ?Efecto de la division de la gli-
cina en COs, NHat N3, N'U_metilenetetrahidrofolato, es-
pecialmente en cerebro, higado, LCR, plasma y orina.

£l paciente presentd en el periodo neonatal convulsiones
que no cedieron al tratamiento habitual mostrando un tra-
zado hipsarritmico en el EEG. Desarrollé episodios de vé-
mitos, letargia y coma en varias ocasiones. Era evidente
un retraso psicomotor y de su curva pondo-estatural, Al
inicio del ensayo mostraba una tetraparesia atetdsica con
grave hipotonfa, nulo contacto con el ambiente y ausencia
de persecucidn ocular.

En el estudio bioguimico destacaron los altos niveles de
glicina encontrados en orina (1690 uM/24 h.), plasma
(1.468 uM/ml) y LCR (0.122 MW/ml).

Para su tratamiento se han intentado distintas terapias
con el fin de reducir 1a accidn téxica de la glicina a
nivel cerebral, Hemos realizado el siguiente ensayo tera-
péutico:

1.- A: Dieta hipoproteica:1.5 g/Kg peso/dia, sin glicina.
2.- A+ B: metionina, 150 mg/Kg peso/dia.

3.- A+B+ C: GABA, 3 g/dia.

4,- A+B+C+ D: dcido fdélico, 20 mg/dia + piridoxina, 1 g/d
5.- A+B+C+D+ E: salicilato sddico, 600 mg/dia.

La duracifn de cada perfodo ha sido de 10 dfas, al térmi-
no de los cuales se ha realizado una valoracidn clinica,
EEG y analitica.

Se discuten los resultados obtenidos con este enshyo te-
rapéutico.
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