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RESUMEN I:n el disgnostico bwoguimico de las enfermedades here-
domtaholicas lisosomales se emplewn muestras de lencocitos v con menor
frecuencia cultivos de fibreblastos. Con of objetivo de encontrar métodos ne
muastvos para realizar o] diagndstico de estas patologias, se valoro la posi-
ble wtihizacion de 1o saliva de los sujetos como matenal bioldgico con este
fin. [apresencia de actividad enzmimatica -memosidasa, -fucosidasa. -galac-
tosidasa, arilsulfatasa total v B-N-acetilhexosamimdasa tota v la confinna-
aon del diagnostico de aifermedad de Tav-Sachs v Sindrome de Maro-
teau-Lamy, ast como o deteccion de los heterocigolos respectivos
demostraron el valor potencial de la saliva como material biologico,

ABSTRACT. For the binchemical diagnosis of lisosomal diseases leuko-
evies and less frequentty Hbroblast cuttures are emploved. Inoorda we fals

as pussible biolegical material The presence ol smaosidase, stucosulase, -
galactosidase, total arilswlfatase and total B-N-acetl-hesosammidase ona-
matic activities and the conlirmation of the dugnos:s of Tav-Sachs disensy
and Muaroteax-Tamy Syndreme and alse. tor the daection of heterosvgotin
respectively saliva showed the potential value as biological materal

INTRODUCCION

Las enfermedades lisosomales se deben a la alteracion de una u
ofra cnzima lisosomal como consecuencia de alguna mutacion del
gen gue codifica la sintesis de estas proteinas o en el mecanismao de
procesamiento segin el caso. Estas enzimas se encargan de la de-
gradacion de un conjunto de macromdleculas fundamentales como
esfingolipidos y mucopolisacaridos, de ahi que el criteric mas gene-
ralizado para su clasificacion sea la evaluacian de la especie mole-
cular gue se acumuia en los tejidos y como consecuencia de ello
pueden encontrarse niveles elevados de excreccian en orina .

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

Habitualmente, para el diagnastico de las enfermedades lisoso-
males se emplean muestras de leucocitos y con menor frecuencia
cultivos de fibrobiastos. Para la obtencion adecuada de leucocitos se
necesitan aproximadamente 10 mL de sangre; los pacientes necesi-
tados de tales diagndsticos en ia mayoria de os casos ho sobrepa-
san los dos anos de edad por o que la recoleccion de este volumen
de muestra con frectiencia se hace dificil. Recientemente, se estudio
fa posibildad de realizar dicho diagnostico en suero cuya obtencién
resuita mas facil y economica.

Con el objetivo de utilizar métodas no invasivos para el diagnosti-
co de estas patologias se frata de valorar |a saliva como posible ma-
terial biolagico para este fin. Los resultados demostraron la factibili-
dad de esta muestra para ef diagndstico de un grupo de estas
enfermedades.

MATERIALES Y METODOS

Obtenclan y Prepataclon de Muestras

Se obtuvieron muestras de sangre total, suero y saliva de pacien-
tes remitidos a consulta con sospechas clinicas de enfermedades li-
sosomales, asi como de los padres respectivos. El estudio bioguimi-
co cemprende un mnalisis comparativo de los resultados encontrados
para los pacientes estudiados, los padres respectivos y sujetos nor-
maies (controles).

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

La abtencion de leucocitos se realizo segun el procedimiento
descrito por Galjaard ! La concentracian de proteinas de la muestra
de leucocictos, obtenida a partir de 10 mL de sangre total se determi-
né por €l metodo de Lowry ~.

Ei siiero se abhuvo por centrifugacion de 3 mL de sangre total a 2
00 r/min durante 10 6 20 min. EL sobrenadante se recolecto y se
conservd inmediatamente en refrigeracion (4 a B°C) hasta el momen-
to de la determinacion.

25

La saliva se obtuvo de la cavidad bucal mediante colacacion de
una torunda de algodan debajo de la lengua, luege de 1 0 2 min se
recolectd el volumen obtenido en un tubo Eppendorf y se conservo
de 0 a I0°C. Mediante este método, se obtuve 1 mL de muestra apro-
ximadamente lo que resultd suficiente para el estudio posterior. Una
porcion de la muestra {500 1) se centrifugd a 2 §00 r'min durante 30
s en una centrifuga JANETZKI TH 12 y el saobrenadante sc utilizo
para el analisis enzimatico,

Las determinaciones se hacen paralelamente cn fas tres mues-
fras empleando la misma metodologia general con ligeras modioa-
ciones que seran especificadas a continuacion.

Deierminaolon de la Aotividad Enzimétioa

La actividad enzimatica se determind empleanda ¢l metodo fluori-
métrico, cuyo principio se basa en la utilizacion de metilumbeiiferii-
detivadas no fluorescentes, especificos para cada endma que al ser
hidrolizados a nivel del enlace glicosidico liberan 4-metilumbelilero-
na gue €3 un compuesto fluorescente.

Los procedimientos en esencia son los mismos que 1os reporta-
dos en la literatura ! con ligeras modificaciones, consistentes en re-
alizar una cinética en el tempo para la reaccion, en lugar de utilizar
solo el punto final de la determinacidn para obtener el valor de ia ac-
tividad enzimatica. La estabiiidad del sustrato es controlada durante
'a reaccion.

La determinacion de la arilsulfatasa total en saliva por el método
fluorimétrico se realizd modificando la concentracion del sustrato a
25 mM. La actividad de la arisulfatasa B en leucocitos se determino
mediante el método espectofotomeétrico 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 aparicion de un falso valor de actividad ensimatica.

Para completar la evaluacion de la saliva como material biologico
para el diagnostico de enfermedades lisosomales se estudiaron
muestras de saliva de pacientes con deficiencia leucocitaria de las
enzimas hexosaminidasa A y arilsulfatasa B

El producte de la actividad enzimatica fue determinado en un
fluorimetro previamente calibrado. Una solucion de sulfato de quinina
equivalente en intensidad flucrescente a una sotucion de metilumbe-
liferona de concentracién conocida fue utilizada para calibrar el fluo-
rimetro Corning Eel 244.

Los resuitados fueron expresados en nmol . h! . mr! para el sue-
ro y la saliva, debido a que la concentracion de proteinas séricas re-
sulta muy heterogénea y en saliva resulta muy baja. Las actividades
especificas leucocitarias se expresaron en nmol . ht mg" de pro-
teinas, excepto en la Tabia 1, dande aparecen expresadas en nmol .
W' omr! para facilitar la comparacion entre los resuitados.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los vaiores de actividad especifica de la hexosaminidasa total
variaron cuando los ensayos se realizaron en presencia o ausencia
de albimina (Tabla I). La obtencién de valores de actividad especifi-
ca mas efevados en presencia de alblmina pudo deberse a un efec-
to protector de esta proteina sobre la hexosaminidasa A y como con-
secuencia de ésto, una menor inactivacion de esta enzima en el
tiempa.

TABLAI

Actividad especifica de las enzimas lisosomales en sallvay
leucocitos de sujetos hormales

Actividad T _
| Actividad |
Ehzima en?timética ‘ i
especifica (nmol. :
Wty
. saliva leucocitos |
-manosidasa 62,8 T .
-fucosidasa 628 ' 1256
-galactosidasa 359 L 224 __
B-galactosidasa 58,5 ! 2872 |
afilsulfatasa total 15,0 4286 .
hexosaminidasa : - :
total , T
-con albumina 132681 ' 14411 |
-sin albumina 6439 | 23106

El comportamiento cinético de las enzimas en leucocitos y saliva
fue similar (Figuras 1 y 2).

El diagnastico definitivo en et caso de la paciente que presentaha
caracteristicas clinicas propias de la enfermedad de Tay-Sachs fue
complejo, debido a gue esta es una patologia propia de poblaciones
judias y la paciente estudiada era de la raza negra sin antecedentes
judios conocidos.

La hexosaminidasa A, enzima cuya deficiencia es la causa de la
enfermedad de Tay-Sachs, es una proteina trimérica formada por
dos cadenas 3 y una . La produccion de las cadenas y 3 involueran
un cenjunte de modificaciones postranscripcionales del producto gé-
nico primario. Desde la remocion del péptido senal y ia glicosiiacion
en ei reticulo endoplasmatico, con un cligosacarido rico €n manosa,
hasta la fosforilacidn de los residuos manosil terminal y fa union no
covalente de las cadenas en el aparato de Golgi. Cualquier fallo en
estas proceses, puede dar lugar a 'a heterogeneidad genefica de
esta enfermedad lisosomal ~.

La aparicion de una nueva mutacion o variante de la enfermedad
de Tay-Sachs no es un evento imposibie, 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 especifica de la hexasaminidasa A encon-
trada en leucocitos de la paciente (Tabla li) permitio establecer el
diagnostico inequivoco de una enfermedad de Tay-Sachs.

TABLA N

Actividad especifica de las enzimas lisosomales ieucocitarias de
los pacientes

o © Actividad
 Enfermedad | Enzima . enzimatica
i i (nmolh™,
I T S . mg’)
A I D _Paciente | Control
| s f
| Tay-Sachs |hexosaminidas| 112,5 1. 12389
B an | |
; B- | i
| hexosaminidas. 1551,7 | 4995
o _attal | I
. Mucopelisa- | arilsulfata ;
| H
CcaddosisVl | saB__ | 04 | 1834
i | adlsulfatasa | ,
R S T e B

Paralelamente, mantenienda exactamente las mismas condicio-
nes experimentales, se hicieron las determinaciones en suero y sali-
va (Tabtas tll y V).

TABLA I

Actividad especifica de la B-N-acetilhexosaminidasa en
suero

| " Actvidad |
Casos con re- engiméﬁca ‘ %% control
specto al ! especifica gnmol. !
_ S hTml)y
_Paclente i 00 0,0
__Madre . 160,1 : 39,0
_ Controt | 1411,8 100,0
TABLA IV

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

Actividad

conrespectoal |  enzimatica o
i control . especifica (nmol. | o Casos
T
| Paciente 229 .~ 5
~ Made | a8 | s
i Control | 503,3 100



En el suero de ia paciente no se detecto actividad alguna de la
enzima hexosaminidasa A y para la madre se obtuvo un valor de ac-
tvidad especifica de un 39% con respecto al cantrol. Este ulimo re-
sultado demostro el caracter heterocigotico de la madre para la en-
fermedad de Tay-Sachs, lo que confirma fos resultados obtenidos en
leucocitos. El patron de herencia para este tipo de patologia es rece-
sivo, por lo tanto los padres deben ser herocigotos obligados.

Los valores abtenidos en la saliva coincidieron con los encontra-
dos en leucocitos y suero. El analisis de esta muestra permitd reafir-
mar el caracter heterocigoto de [os padres.

El ofro caso de estudio fue el del Sindrome e Maroteux-Lamy.
Las arilsulfatasas constituyen un grupo de dos isoenzdmas lisosoma-
les, arilsulfatasa A y arilsuifatasa B y otra microsomal, arilsulfatasa C.
La Mucopolisacaridosis tipe VI o Sindrome de Maroteux-Lamy se
debe especificamente a la deficiencia de la arilsulfatasa B 5,

La actvidad especifica de la anisulfatasa total en la paciente se
encontro disminuida, 57 % con respecto al control, como consecuen-
cia de la deficiencia de la isoenzima B {Tabla ). lgual que para el
caso de la deficiencia de hexosaminidasa A, se obtuvieron resulta-
dos en suero gue confirmaron este diagnéstico y se demosté el ca-
racter heterocigoto de la madre (Tabla V).

TABLA YV
Actividad especifica de la arilsulfatasa total en suero
Actividad |
imé |
con respecto al i en;;lmaﬁca | % control
Casos ! especifica (nmol. |
! hl.mL™) '
e e LTI o
Paciente | = 06 o 300
Madre ¢ 1,0 /38
Conto ' 1,9 _100,0

No se disponia de muestra de saliva de esta paciente, pera si de
la madre, lo que permitido demostrar el carater heterocigoto de la ma-
dre para esta patologia (Tabla VI}.

TABLA VI
Actividad especifica de la ardlsulfatasa total en saliva
Actividad |
Casos con re- enzimatica ! o
specto al especifica (nmol., | 7 control :
L opTmcy o
Macire P . 33
Conwol | 3 [ 100

Enire los componentes de la saliva se pueden encontrar células
epiteliales desprendidas de ia mucosa bucal, leucocitos, linfocitos y
bacterias; una gran diversidad de mdleculas, enzimas de origen leu-
cacitario y lisosomal , mucina y sales minerales disociadas en io-
nes { K, Ca®*, Mg”*, CF', P04, Fe®* etc) M.

Con anterioridad '°, ya fue reportada la utilidad de este fluido
como material bioldgico para la deteccian de sustancias fisiolagica-
mente activas como la insulina. Se han determinado valores norma-

les de insulina humana en saliva mediante inmunoensayo ensimatico
fluorimetrico altamente sensibie y se ha podido valorar la respuesta a
la secrecion de insulina mediante una carga de glucosa. Estos resul-
tados indicaron la utilidad diagnostica de la saliva para estos propasi-
tos y demostro la posibilidad de utlizacion de métedos basadas en
los principios fluormeétrico de esta muestra.

De esta forma, queda demostrado el extraordinario valor de |1a sa-
liva por ser una muestra gue se abfiene facilmente y que no requiere
practicamente ningun procesamiento previo para su empleo con fi-
nes diagnosticos.

CONCLUSIONES

Se demuestra el valor potencial de la saliva como materia bioio-
gico de simple cbtencion para el diagnostico de las enfermedades:
Manosidosis, Fucosidosis, Fabry, GMy Gangliosidosis, Mucosulfat-
dasis, Sandhoff y Tay-Sachs y deteccion de heterocigotos.

La utilizacion de la saliva como material biolégico posibilita la apli-
cacion un método menos cruento para el diagnéstico de las enferme-
dades heredo metabdlicas lisecsomales.
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