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RESl1MEN Iñ el diagii,istleo htoyuimico de las enfemiedades here-
domemhúlicas lisosonmles se emplean inuestras de lenwcdas p cota menor
Irt~'uutcia cdliv,s de Idin,hlassos Con el ob1dis o de eriusitiar mCüklos uo
imusicos pma reaünr el dialpi istico de estas patologias, se valoro la posi-
ble ut,lüaciúi de la alisa de los sujetos como material biológico con este
In . 1 a presencia de actividad eiuniuinútica -nunsosidasa, -fucosidasa, -galac-
tusidasa , atilsultatma total y Lt-N-ac ailhexosaiwndasa total v la anllrwa-
cuin del diagnostico de uufermedad de 'lav-Sachs y Sindrome de Moro-
~emrv-Lany Iasi ernu, ¡ir detecci(n de las beter1eigotos repectivos
dunadtrann cl valonpotencud de la salisa como material hiológieo .

INTRODUCCION
Las enfermedades lisosomales se deben a la alteración de una ti

otra enzima lisosomal como consecuencia de alguna mutación del
gen que codifica la sintesis de estas proteínas ó en el mecanismo de
procesamiento segur el caso . Estas enzimas se encargan de la de-
gradación de un conjunto de macromóleculas fundamentales como
esfingolipidos y mucopolisacáridos, de ahi que el criterio más gene-
ralizado para su clasificación sea la evaluación de la especie mole-
cular que se acumula en los tejidos y como consecuencia de ello
pueden encontrarse niveles elevados de excrección en orina 1 .

El diagnóstico de estas patologias permite establecer el trata-
miento mas adecuado al paciente, conocer la presencia del gen en
nuestra población y brindar el consejo genético a los padres o reali-
zar el diagnóstico prenatal especifico con fines preventivos .

Habitualmente, para el diagnóstico de las enfermedades ¡soaso-
males se emplean muestras de leucocitos y con menor frecuencia
cultivos de fbroblastos . Para la obtención adecuada de leucocitos se
necesitan aproximadamente 10 mi- de sangre ; los pacientes necesi-
tados de tales diagnósticos en la mayoría de los casos no sobrepa-
san los dos años de edad por lo que la recolección de este volumen
de muestra con frecuencia se hace díficil . Recientemente, se estudió
la posibilidad de realizar dicho diagnóstico en suero coya obtención
resulta más fácil y económica .

Con el objetivo de utilizar métodos no invasivos para el diagnósti-
co de estas patologías se trata de valorar la saliva como posible ma-
terial biológico para este fin . Los resultados demostraron la factibili-
dad de esta muestra para el diagnóstico de un grupo de estas
enfermedades .

MATERIALES Y METODOS

Obtenolón y Preparaolón de Muestras
Se obtuvieron muestras de sangre total, suero y saliva de pacien-

tes remitidos a consulta con sospechas clínicas de enfermedades li-
sosomales, así como de los padres respectivos . El estudio bioquimi-
co comprende un análisis comparativo de los resultados encontrados
para los pacientes estudiados, los padres respectivos y sujetos nor-
males (controles) .

Las determinaciones de la actividad especifica de aquellas enzi-
mas que se sospechaba de su deficiencia se realizaron en leucoci-
tos, suero y saliva .

La obtención de leucocitos se realizó según el procedimiento
descrito por Galjaard 1 . La concentración de proteínas de la muestra
de leucocictos, obtenida a partir de 10 mL de sangre total se determi-
nó por el método de Lowry 2 .

El suero se obtuvo por centrifugación de 3 mL de sangre total a 2
000 r/min durante lo ó 20 mío . EL sobrenadante se recolectó y se
conservó inmediatamente en refrigeración (4 a 8 °C) hasta el momen-
to de la determinación .
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La saliva se obtuvo de la cavidad bucal mediante colocación de
una torunda de algodón debajo de la lengua, luego de 1 ó 9 ron se
recolectó el volumen obtenido en un tubo Eppendnrf y se conservo
de 0 a 10 °C. Mediante este método, se obtuvo 1 mL de muestra apro-
ximadamente lo que resultó suficiente, para el estudio posterior . Una
porción de la muestra (500 L) se centrifugó a 2 000 r/mln durante 30
s en una centrifuga JANETZKI TH 12 y el sobrenadante sr utilizo
para el análisis enzimático,

Las determinaciones se hacen paralelamente en las tres mues-
tras empleando la misma metodología general con ligeras moül`ra-
ciones que serán especificadas a continuación .

Determlnaolón de la Aotlvidad Enzlmátloa
La actividad enzimática se determinó empleando el método fluori-

métrico, cuyo principio se basa en la utilización de metilumbuliferil-
derivados no fluorescentes, específicos para cada enzima que al ser
hidrolizados a nivel del enlace glicosidico liberan 4-mehlumbel'dero-
na que es un compuesto fluorescente .

Los procedimientos en esencia son los mismos que los reporta-
dos en la literatura 1 con ligeras modificaciones, consistentes en re-
alizar una cinética en el tiempo para la reacción, en lugar de utilizar
sólo el punto final de la determinación para obtener el valor de la ac-
tividad enzimática . La estabilidad del sustrato es controlada durante
la reacción .

La determinación de la arilsulfatasa total en saliva por el método
fluorimétrico se realizó modificando la concentración del sustrato a
25 mM. La actividad de la arisulfatasa B en leucocitos se determino
mediante el método espectofotometrico descrito por Baum y col en
1959 .

Los ensayos en saliva se realizaron contra blancos con el objeti-
vo de corroborar la no existencia de componentes fluorescentes y
descartar la aparición de un falso valor de actividad enzimática .

Para completar la evaluación de la saliva como material biológico
para el diagnóstico de enfermedades lisosomales se estudiaron
muestras de saliva de pacientes con deficiencia leucocitaria de las
enzimas hexosaminldasaA y arilsulfatasa B

El producto de la actividad enzimática fue determinado en un
fluorímetro previamente calibrado . Una solución de sulfato de quinina
equivalente en intensidad fluorescente a tina solución de metilumbe-
liferona de concentración conocida fue utilizada para calibrar el fuo-
rímetro Corning Eel 244 .

los resultados fueron expresados en nmol . h-1 . mf 1 para el sue-
ro y la saliva, debido a que la concentración de proteínas sericas re-
sulta muy heterogénea y en saliva resulta muy baja . Las actividades
específicas leucocitarias se expresaron en nmol . h l . mg - ' de pro-
teínas, excepto en la Tabla 1, donde aparecen expresados en nmol
h 1 . mf 1 para facilitar la comparación entre los resultados .
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de actividad específica de la hexosaminidasa total
variaron cuando los ensayos se realizaron en presencia o ausencia
de albúmina (Tabla I) . La obtención de valores de actividad específi-
ca mas elevados en presencia de albúmina pudo deberse a un efes
to protector de esta proteína sobre la hexosaminidasa A y como con-
secuencia de ésto, una menor inacfivación de esta enzima en el
tiempo .

TABLA I
Actividad específica de las enzimas lisosomales en sailvay
leucocitos de sujetos normales
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El comportamiento cinefico de las enzimas en leucocitos y saliva
fue similar (Figuras 1 y 2) .

El diagnóstico definitivo en el caso de la paciente que presentaba
características clínicas propias de la enfermedad de Tay-Sachs fue
complejo, debido a que esta es una patologia propia de poblaciones
judias y la paciente estudiada era de la raza negra sin antecedentes
judíos conocidos .

La hexosaminidasa A, enzima cuya deficiencia es la causa de la
enfermedad de Tay-Sachs, es una proteína trimérica formada por
dos cadenas (3 y una . La producción de las cadenas y f3 involucran
un conjunto de modificaciones postranscripcionales del producto gé-
nico primario . Desde la remoción del péptido señal y la glicosilación
en el retículo endoplasmático, con un oligosacarido rico en manosa,
hasta la fosforilación de los residuos manosil terminal y la unión no
covalente de las cadenas en el aparato de Golgi . Cualquier fallo en
estos procesos, puede dar lugar a la heterogeneidad genética de
esta enfermedad lisosomal s .

La aparición de una nueva mutación o variante de la enfermedad
de Tay-Sachs no es un evento imposible, incluso en un paciente de
la raza negra, debido a la extraordinaria heterogeneidad (4) y a la
multitud de estructuras y funciones que se pueden afectar .

La reducida actividad específica de la hexosaminidasa A encon-
trada en leucocitos de la paciente (Tabla II) permitió establecer el
diagnóstico inequívoco de una enfermedad de Tay-Sachs .

TABLA II
Actividad especifica de las enzimas lisosomales leucocitarias de

los pacientes

Paralelamente, manteniendo exactamente las mismas condicio-
nes experimentales, se hicieron las determinaciones en suero y sali-
va (Tablas IIl y N) .

TABLA Ill
Actividad específica de la f3-N-acetilhexosaminidasa en
suero

TABLA IV

Actividad especifica de la B-f-acetilhexosaminidasa en sa-
liva

Actividad

Enzima

-manosidasa

Actividad
enzimática

específica (nmol .
h 1 .mL 1 )

saliva leucocitos

	

j
89,762,8

-fucosidasa 62,8

	

-
125,6

-galactosidasa 35,9 22,4

	

1

13-galactosidasa 58,5 257,2

	

_ -~
aiilsulfatasa total 15,0 42,6
hexosaminidasa

total
-con albúmina 1326,81

1

-sin albúmina 643,9

	

- ~-
-
2_310,6

	

- - j

Enfermedad I

	

Enzima

Actividad
enzimática
(nmol.h 1 .

m91 )

Tay-Sachs
r

hexosaminidas

Paciente Control

112,5 1 238,9
aA
f3-

hexosaminidas' 1 551,7 499,5
a total	

Mucopolisa- ' arilsulfata-
I

50,4 183,4caridosis VI '

	

sa B-
adisulfatasa 2,5 4,4total

	

I

Casos con re-
Actividad
enzimática % controlspecto al

Paciente

específica ~nmol .
h 1.mL )

0,0 1 0,0
Madre 160,1 39,0
Control 1411,8 100,0

con respecto al
control

_.

Actividad
enzimática

específica (nmol .
h -1 .ni

% Casos

- Paciente 22,9
Madre 411,8 80
Control 503,3 100



En el suero de la paciente no se detecto actividad alguna de la
enzima hexosaminidasa A y para la madre se obtuvo un valor deactividad

especifica de un 39% con respecto al control . Este último re-
sultado demostró el carácter heterocigotico de la madre para la en-
fermedad de Tay-Sachs, lo que confirmo los resultados obtenidos en
leucocitos . El patron de herencia para este tipo de patología es rece-
sivo, por lo tanto los padres deben ser herocigotos obligados .

Los valores obtenidos en la saliva coincidieron con los encontra-
dos en leucocitos y suero . El análisis de esta muestra permitió reafir-
mar el carácter heterocigoto de los padres .

El otro caso de estudio fue el del Síndrome cie Maroteux-Lamy .
Las arilsulfatasas constituyen un grupo de dos isoendmas lisosoma-
les, arilsulfatasa A y arilsulfatasa B y otra microsomal, arilsulfatasa C .
La Mucopolisacaridosis tipo VI o Síndrome de Maroteux-Larny se
debe específicamente a la deficiencia de la arilsulfatasa B s.

La actividad especifica de la arilsulfatasa total en la paciente se
encontró disminuida, 57 % con respecto al control, como consecuen-
cia de la deficiencia de la isoenzima B (Tabla l) . Igual que para el
caso de la deficiencia de hexosaminidasa A, se obtuvieron resulta-
dos en suero que confirmaron este diagnóstico y se demostró el ca-
rácter heterocigoto de la madre (Tabla V) .

TABLA V
Actividad específica de la arilsulfatasa total en suero

No se disponía de muestra de saliva de esta paciente, pero si de
la madre, lo que permitió demostrar el caráter heterocigoto de la ma-
dre para esta patología (Tabla VI) .

TABLA VI
Actividad específica de la arilsulfatasa total en saliva

'

Entre los componentes de la saliva se pueden encontrar células
epiteliales desprendidas de ¡a mucosa bucal, leucocitos, linfocitos y
bacterias ; una gran diversidad de móleculas, enzimas de origen leu-
cocitario y lisosoma) sto, mucina y sales minerales disociadas en io-
nes ( K', Ca2 ', Mg 2i , Cf, PO> z- , Ee ',etc) 1 ' .

Con anterioridad 12, ya fue reportada la utilidad de este fluido
como material biológico para la detección de sustancias fisiológica-
mente activas como la insulina . Se han determinado valores norma-
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les de insulina humana en saliva mediante inmuncensayo enAmatico
fluorimétrico altamente sensible y se ha podido valorar la respuesta a
la secreción de insulina mediante una carga de glucosa . Estos resul-
tados indicaron la utilidad diagnóstica de la saliva para estos propósi-
tos y demostró la posibilidad de utilización de métodos basados en
los principios fluonmetrico de esta muestra .

De esta forma, queda demostrado el extraordinario valor de la sa-
liva por ser una muestra que se obtiene fácilmente y que no requiere
prácticamente ningún procesamiento previo para su empleo con fi
nes diagnósticos .

CONCLUSIONES
Se demuestra el valor potencial de la saliva como material biolo-

gico de simple obtención para el diagnóstico de las enfermedades :
Manosidosis, Fucosidosls, Fabry, GMi Gangliosidosis, Mucosulfati-
dosis, Sandhoff y Tay-Sachs y detección de heterocigotos .

La utilización de la saliva como material biológico posibilita la apli-
cación un método menos cruento para el diagnóstico de las enferme-
dades heredo metabólicas lisosomales .
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0,6	 30,0
Madre 1,0 53,8
Contra 1,9 100,0

Actividad
Casos con re- enzimática

specto al específica (nmol . control

h -t .mL -1 ) -Madre 1 33
Control 3 100


