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I. RESUMEN

Los errores innatos del metabolismo son aquellos que se caracterizan
por la incapacidad del organismo metabolizar algunas sustancias como
aminoacidos (fenilalanina), carbohidratos (galactosa), proteinas, asi como
deficiencias hormonales (hormonas tiroideas), causando trastornos en el
desarrollo normal de aquellos pacientes que los padecen, dentro de los cuales
se pueden mencionar: retraso mental, ceguera, cirrosis, afecciones cardiacas e
incluso la muerte neonatal, de alli la importancia en la deteccion y tratamiento

oportuno para evitar dichas complicaciones.

El objetivo del presente estudio fue determinar la frecuencia del
hipotiroidismo, fenilcetonuria y galactosemia en nifios afectados con retraso
mental, ya sea leve, moderado o severo, excluyendo aquellos nifios que
presentan Sindrome de Down, o paralisis cerebral, y demostrar también, la
importancia de evaluar fenilcetonuria y galactosemia en los programas de

tamizaje neonatal existentes en el pais.

Las muestras fueron obtenidas mediante puncion venosa del dorso de la
mano de nifios que asisten a dos centros de cuidado especial para nifios con
retraso mental, obteniéndose varias gotas de sangre; colocando estas gotas
en papel filtro especial (Schlicher & Schuell 903), segun el procedimiento
estandarizado en programa de TSH neonatal del Hospital General San Juan de

Dios.

El método utilizado para la medicion de TSH, fue por radioinmunoanalisis
(RIA); mientras que para la medicién de fenilalanina y galactosa total fue
utilizado un método inmunoenzimatico colorimétrico de punto final (ELISA),
(BIO RAD®).



En las 90 muestras incluidas en el estudio, las frecuencias obtenidas
para cada patologia fue: 1.11% de fenilcetonuria, 4.44% de hipotiroidismo y

0% de galactosemia.

Para la confirmacidn de los casos positivos de Hipotiroidismo, se
cuantificaron las hormonas TSH (Hormona estimulante de la tiroides) y Tiroxina
(T4 Total) utilizandose un método de quimiolumuiniscencia; estableciéndose

asi, que los casos correspondian a Hipotiroidismo secundario.

Para la confirmacion del Unico caso de fenilcetonuria, se realizaron
repeticiones seriadas de la cuantificacion de fenilalanina, de la muestra de
sangre, utilizando el mismo principio, (método inmunoenzimatico
colorimétrico de punto final), en dias diferentes; por carecerse en el pais de

otra prueba confirmatoria.

No se logré establecer la frecuencia de galactosemia, al no encontrarse
ningln caso positivo de este error congénito del metabolismo en la poblacién

estudiada.

Estos resultados manifiestan la necesidad de implementar nuevas
pruebas para la deteccion de errores innatos del metabolismo en programas de
tamizaje neonatal para hipotiroidismo congénito, principalmente la prueba de
fenilalanina para la deteccion de fenilcetonuria, por reportarse casos en el pais,
confirmandose en el presente estudio, tomando en cuenta el tipo y el tamafo
de muestra seleccionada tan pequena, asimismo la cobertura de estos
programas, a nivel nacional es muy baja, resultado de esto que el diagndstico
sea en la mayoria de los casos, hallazgo pediatrico, siendo éste ya demasiado
tarde cuando las manifestaciones propias de la enfermedad son evidentes, y en

muchos casos irreversibles.



II. INTRODUCCION

La fenilcetonuria es uno de los primeros errores innatos del metabolismo
que fueron descritos. Los primeros estudios acerca de esta enfermedad se
llevaron a cabo en la década de 1930. La fenilcetonuria es heredada por un
rasgo recesivo autosdOmico que causa deficiencia de la fenilalanina hidroxilasa,
enzima hepatica que normalmente transforma la fenilalanina en tirosina. La
fenilalanina es un aminoacido esencial para el crecimiento y el balance de

nitrdgeno.

Debido a la deficiencia de la enzima fenilalanina hidroxilasa, es activada una
via metabdlica de la fenilalanina que normalmente es utilizada muy raramente.
En esta via, la fenilalanina sufre la transaminacion con alfa-cetoglutarato y
forma fenilpiruvato. Esta Ultima sustancia no es metabolizada posteriormente,
por lo que se acumula, junto a la fenilalanina en la sangre y el tejido. Como
resultado de la acumulacidon de dicha fenilalanina, acido fenilpiruvico y otros
metabolitos alteran el desarrollo normal de las células del sistema nervioso
central causando retraso mental irreversible en las personas que padecen de

fenilcetonuria.

El hipotiroidismo congénito es una de las patologias endocrino-pediatricas
mas frecuentes. Consiste en la deficiencia de la hormona tiroidea en periodo
critico del desarrollo del nifio, afectando principalmente el sistema nervioso
central y esquelético, y que al no ser detectada oportunamente lleva

irremediablemente a un retardo mental severo e irreversible.

El hipotiroidismo congénito constituye la causa mas frecuente de retardo

mental evitable, con una frecuencia aproximada a escala mundial de 1:3.500 a



1:4.000 recién nacidos vivos. De alli que el desarrollo de esta enfermedad
puede evitarse sdlo si el tratamiento sustitutivo comienza en los primeros
momentos de la vida, por lo cual el diagndstico precoz constituye la clave para

el tratamiento exitoso de la enfermedad.

En Guatemala, desde 1991, el Programa de Tamizaje neonatal para
hipotiroidismo congénito del  Hospital General San Juan de Dios, ha
determinado Unicamente la frecuencia del hipotiroidismo congénito en el area

central de manera continua.

La galactosemia es una enfermedad hereditaria, causada por la incapacidad
del cuerpo para transformar la galactosa. Cuando se ingiere la lactosa, el
cuerpo la transforma en glucosa y galactosa. La galactosa, es degradada por
la accidn de una enzima llamada galactosa-1-fosfato uridil transferasa. Al 95%
de las personas que padecen galactosemia no producen dicha enzima, y sin
ella, la galactosa comienza a acumularse en el cuerpo. Los niveles altos de
galactosa en la sangre pueden causar danos graves como hepatomegalia, fallo
renal, deficiencia del crecimiento y cataratas en los ojos y retardo mental
irreversible. Si el nifio recibe un tratamiento con una dieta especial, dentro de

los primeros dias de su vida, se podra prevenir este dafio.

El presente estudio tiene como principal objetivo establecer la frecuencia de
Fenilcetonuria, Galactosemia e Hipotiroidismo Congénito en una poblacién
afectada por Retraso Mental, y asi determinar si el retraso se debid a alguna de
las tres enfermedades mencionadas, e implementar la deteccién de
Fenilcetonuria y galactosemia dentro el Programa de Tamizaje neonatal para

hipotiroidismo congénito del Hospital General San Juan de Dios.



ITII. ANTECEDENTES

A. Fenilalanina

1. Metabolismo

Es un aminodcido esencial aromatico (junto con el triptéfano y la
tirosina) cuyo grupo R contiene un anillo bencénico. Uno de los aspectos mas
relevantes de su biosintesis es el mecanismo a través del cual los anillos
aromaticos se forman a partir de precursores alifaticos. También se le clasifica,
junto con el triptéfano, como un aminoacido hidrofdbico con estructura ciclica.
Segun los Ultimos estudios sobre los aminoacidos esenciales parece que en la
fenilalanina, la estructura carbonada seria su parte considerada esencial ya que

esta estructura es transaminada con rapidez por el organismo (1).

La mayor parte de este compuesto se transforma, por medio de
hidroxilaciéon, en tirosina que es otro aminoacido, en este caso considerado

como semiesencial (2).

Ademas la fenilalanina es el precursor de las catecolaminas en el
organismo. También es un constituyente importante de los neuropéptidos
cerebrales, como la somatostatina, vasopresina, melanotropina, encefalina,
ACTH, angiotensina, sustancia P y colecistoquinina. Muchas drogas

psicotrdpicas, contienen fenilalanina (2,3).

La fuente mas importante de fenilalanina son los alimentos ricos en
proteinas, como es la carne y los productos lacteos. La fenilalanina tiene
utilidades en la industria de la alimentacion, por ejemplo, en la elaboracion de
edulcorantes artificiales. La fenilalanina en su catabolismo forma acetil-CoA
pero sin transformarse previamente en piruvato, sino por medio de la

produccion de acetoacetato (4,5).



2. Enfermedades Relacionadas con la Fenilalanina

En los casos en que se consume grandes dosis de fenilalanina pueden
darse sintomas que van desde cambios de humor, hasta dolor de cabeza y
crisis convulsivas. Por lo tanto, no se recomienda que lo consuman

embarazadas ni pacientes fenilcetonuricos (6).

La fenilcetonuria es una enfermedad congénita debida a la ausencia de la
enzima fenilalanina hidroxilasa, que cuando no esta presente la fenilalanina es
convertida a fenilpiruvato, un potente neurotdxico del cerebro, sobre todo, en
su desarrollo y maduracién, dando lugar a la oligofrenia fenilpirdvica. La
mayoria de los pacientes tiene un CI menor de 20. La hiperactividad, sobre
todo en ninos, a veces, es una fenilcetonuria no descubierta y se puede

controlar con una dieta sin fenilalanina (5-7).

Desde hace mas de 20 afios, se ha aceptado la hipotesis de las
catecolaminas como causa de la depresion. Ahora se sabe que los precursores
de las catecolaminas son la L-dopa, L-tirosina y la fenilalanina. Por lo cual, se
ha utilizado la fenilalanina con buenos resultados, se han administrado hasta 6

gramos diarios (5-7).

Se ha visto que la fenilalanina tiene la habilidad Unica de bloquear
ciertas enzimas, las encefalinasas en el sistema nervioso central, que
normalmente, son las encargadas de degradar las endorfinas y encefalinas que
actlan como potentes analgésicos (5-7).

Los niveles de la fenilalanina, estan aumentados en ciertas enfermedades
como en la hipertension portal, la cirrosis biliar primaria y la cirrosis hepatica.
Se ha constatado que todas estas enfermedades mejoran si se le administra al
paciente aminoacidos de cadena (leucina, isoleucina y valina). La ingestién de
grasas y carbohidratos pueden elevar la concentracion de aminoacidos
aromaticos en el cerebro (es decir, la fenilalanina, la tirosina y el triptofano) y

pueden disminuir los aminoacidos de cadena (leucina, isoleucina y valina) (7).



El triptofano tiene la capacidad de disminuir los niveles de fenilalanina.
Se han recomendado dietas bajas en fenilalanina para el tratamiento de varios
tipos de cancer. Los melanomas y los adenocarcinomas serosos requieren
mas fenilalanina. Hay varios reportes de tratamientos exitosos con una dieta sin

fenilalanina (4).

Otra estrategia es darle al paciente una terapia con megadosis de los

aminoacidos antagonistas de la fenilalanina (4).

B. Fenilcetonuria

La fenilcetonuria (FC) es un error innato del metabolismo en el que
existe un defecto de hidroxilacién de la fenilalanina (FA), que no puede
convertirse en tirosina, como consecuencia del déficit de fenilalanin-hidroxilasa
(FAOH) o de la dihidropterina reductasa (DPHR). Esta Ultima enzima, necesita
para su actuacion de la presencia de tetrahidrobiopterina (BH4). La tirosina se
convierte asi en un aminoacido esencial para el organismo, a la vez que se
produce un aumento de fenilalanina (FA) en la sangre y aumenta su
transaminacion como via metabdlica alternativa. Se acumulan asimismo los
acidos fenilpiravico, fenilactico y fenilacético. El defecto en la sintesis de FAOH
se debe a una anomalia génica localizada en el cromosoma 12, y el de la DPHR

en el cromosoma 4 Existen también formas con déficit parciales (8).

La FC produce un retraso psicomotor y un deterioro intelectual,
irreversibles en poco tiempo. Estos trastornos pueden prevenirse si se instaura
precozmente una dieta pobre en fenilalanina. Pueden producirse cuadros
sicoticos de tipo autista, convulsiones, sindrome de West, convulsiones
generalizadas y también un eczema facial muy rebelde. Los nifios con FC suelen

ser de tez palida, rubios y con un olor caracteristico a paja mojada (8,9).

1. Fisiopatologia



Los elevados niveles de FA en la sangre, dan lugar a alteraciones
estructurales del sistema nervioso central, con interferencia en el proceso de
maduracién cerebral, en la migracion de los neuroblastos y en la estratificacion
del cértex. Hay también zonas corticales con heterotopia. Todo ello sugiere una
alteracion del desarrollo en el tercer trimestre de la gestacion. Existen
alteraciones en la mielinizacién, zonas de degeneracion quistica, tanto en la
sustancia blanca como en la gris, e hipo pigmentacion del /ocus coeruleus.
Estas alteraciones neuropatoldgicas producen un grave retraso mental si no se
inicia precozmente una alimentacion pobre en fenilalanina. El defecto
fundamental es la ausencia de la fenilalanina hidroxilasa. La fenilalanina no

puede ser convertida en tirosina, que es un aminoacido esencial (7,8).

La fenilalanina-hidroxilasa contiene dos fracciones proteicas distintas:
una fraccién labil, existente sélo en el higado, y otra estable, extensamente
distribuida en los tejidos animales. En la fenilcetonuria, la anormalidad radica
en el factor labil, que es la enzima que en realidad cataliza la hidroxilacion.
Cuando la hidroxilasa es deficiente, se usan vias alternativas para metabolizar la
fenilalanina. La fenilalanina es convertida por transmutaciéon en acido
fenilpiravico, que es reducido a acido fenilactico, o forma, por descarboxilacion,
acido fenilacético que, por conjugacion, origina la feniacetilglutamina.
Finalmente, la fenilalanina puede convertirse también en acido alfa-
hidroxifenilacético. En la fenilcetonuria, la fenilalanina y estos productos
metabdlicos se acumulan en los liquidos del organismo. Estos compuestos no
son metabolitos anormales, sino metabolitos normales aunque en cantidades

anormales (3).

En presencia de este ambiente quimico no usual, constituido por
concentraciones elevadas de fenilalanina y metabolitos, ocurren otros cambios.
La pigmentacion menos acentuada se ha distribuido a la inhibicion de la
tirosinasa por la fenilalanina y puede lograrse el oscurecimiento del cabello
dando con el alimento un suplemento de tirosina o disminuyendo la fenilalanina

de la dieta. Las concentraciones mas bajas de 5-hidroxitriptamina (serotonina)



en los fenilcetonuricos guardan relacion con el hecho de que los metabolitos
que se acumulan en la fenilcetonuria inhiben la 5-hidroxitriptéfano-
descarboxilasa. Estos metabolitos inhiben también el &acido glutamico-
descaboxilasa, de lo que resultaria una menor cantidad de acido gamma-
aminobutirico, lo que podria ser importante para la funcién cerebral. Las
menores cantidades de adrenalina, noradrenalina y dopamina en la
fenilcetonuria se han atribuido a la inhibicion de la dopadescarboxilasa por

estos metabolitos (4).

2. Clinica

Aparentemente son normales al nacer luego desarrollan irritabilidad,
vomito, retardo en el desarrollo psicomotor, retardo pondoestatural, eczemas,
cabello claro, piel blanca, escleras azules, convulsiones en el 25% de los
pacientes tipo mioclonias. Retardo mental, espasmos infantiles y ténico-clonicas
generalizados, hiperactividad, autismo y trastornos de conducta. El marcador de
esta enfermedad es el dafio neuroldgico progresivo con retardo psicomotor el

cual puede ser de severo a profundo (10-14).

La incidencia de enfermedad es de 1:10.000 a 1:20.000 personas. Se
manifiesta por igual a ambos sexos. Los estudios de la genética de la poblacién
revelan claramente una herencia autosdmica recesiva. Las concentraciones
plasmaticas elevadas de fenilalanina y una menor capacidad para formar

tirosina indican a los individuos heterocigdticos para este estado (11).

La deficiencia mental es la caracteristica mas importante de
fenilcetonuria. Los nifos fenilcetondricos parecen normales al nacer y el retraso
de su desarrollo intelectual puede pasar inadvertido un tiempo. Una tercera
parte de los enfermos no presentan signos neuroldgicos, mientras que en otra
tercera parte de los enfermos, sobre todo los mas gravemente afectados
pueden sufrir una paralisis cerebral grave. Un 80% de los examinados

presentan una electroencefalograma anormal, estas anormalidades son



multiples, y alrededor de una cuarta parte de los enfermos sobre todo los mas

gravemente retrasados, sufren convulsiones (11).

Se ha descubierto que la formacion de mielina esta retrasada en este
trastorno, e igualmente hay una menor cantidad de cerebrdsidos en el cerebro

de los enfermos fenilcetonuricos (6).

En algunos casos, los vémitos han sido lo suficientemente graves como
para promover la intervencidn quirdrgica de algunos nifios fenilcetonuricos por
creer que se trataba de estenosis pildrica. La irritabilidad, eczema y un color
peculiar pueden manifestarse precoz o tardiamente. El olor de un enfermo
fenilcetondrico ha sido descrito como el de un ratén o rancio, y se ha

correlacionado con la excrecidn por la orina de acido fenilacético (6).

2. Diagnéstico

Para el diagndstico de la Fenilcetonuria se emplean varios métodos que
difieren en su principio, dentro de los cuales estan:

a. Test de cloruro férrico: Muchos falsos positivos durante las primeras
semanas de vida.

b. Test de Guthrie (positivo si es mayor 4 mg/dl) Siempre requiere
reconfirmar con cromatografia.

c. Cromatografia de aminoacidos en orina y sangre (Positivo si fenilalanina
es mayor de 20 mg/dl con concentraciones normales o bajas de
tirosina).

d. Ensayo colorimétrico enzimatico de punto final con un sistema de
deteccion del aceptor de electrones tetrazdlico/intermedio, el cual
determina la  concentracion de NADPH formado, medido
fluorométricamente.

e. RMN cerebral: Atrofia cerebral con retardo de la mielinizacion y con

leucoencefalopatia (12-15).



Para el diagndstico, se emplean dos tipos de programa de seleccion, el
primero y mas simple permite la seleccion de los que sufren retraso mental.
Este tipo de seleccidon es terapelticamente importante, ya que ofrece la
mejor posibilidad de wun diagndstico precoz de los hermanos

subsiguientemente afectados (16).

El otro tipo de programa de seleccidn consiste en examinar la poblacion
entera para poder descubrir lo mas pronto posible a todos los enfermos de
fenilcetonuria. El diagnostico se puede realizar por diferentes tipos de

ensayos (16).
2.1 Ensayo Fluorométrico

El procedimiento fluorométrico reportado proporciona un analisis quimico
cuantitativo de la fenilalanina cuando eluye de manchas de sangre seca
recolectada en papel filtro. Este procedimiento se ha utilizado con éxito para
confirmacion y cuantificacion de muestras inicialmente analizadas por el
procedimiento de Guthrie y también es aplicable para tamizajes de poblaciones

de recién nacidos para fenilcetonuria (16).

Esta prueba puede ser realizada de una forma automatizada de modo
gue se puede analizar aprox 125,000 muestras usando un soélo técnico y un
autoanalizador. Una mancha de "2 de pulgada es perforada del papel filtro, y la
fenilalanina es extraida con un buffer de elucién. La muestra es aspirada y
analizada en contra de un recipiente con flujo de buffer de succinato. La
determinacion de fenilalanina se basa en un dipéptido que aumenta la reaccion
de la nihidrrina por la excitacién del fluorocromo a 405nm y emision a 485nm
(16).

2.2 Test De Cloruro Férrico

Se practica generalmente examinando la orina con solucién al 10% de

cloruro férrico o con tiras de papel impregnadas con el reactivo. En presencia



de acido fenilpirdvico aparece una coloracidon verde, que se acentla pronto.
Puede producirse una variedad de otras coloraciones, a causa de la presencia
de diversos compuestos, y una coloracion verde similar puede observarse en la
alcaptonuria o la histidinemia, asi como en presencia de un metabolito de la
clorpromacina. El diagndstico debe ser confirmado por la determinacion

cuantitativa de la concentracion plasmatica de fenilalanina (7,8).

La prueba del cloruro férrico resulta Gtil para el diagndstico de la
fenilcetonuria clasica una vez establecida la presencia de wuna
hiperfenilalaninemia. En cambio, no puede ser utilizada para el examen
selectivo de la enfermedad. El acido fenilpirdvico es muy inestable, y
desaparece rapidamente de la orina. Esta es la principal objecién al estudio de

la orina de los pafiales con cloruro férrico o con Phenistix (6).

2.3 Test de Guthrie

Se basa en la inhibicidn del crecimiento de la B. Subtilis por un analogo,
la beta-2-tiennilalanina. Si una gota de sangre contiene una cantidad de
fenilalanina, que excede de una determinada concentracion, se anula la
inhibicién y el organismo se desarrolla una serie considerable de hechos que
indican que éste es un método eficaz para descubrir concentraciones de
fenilalanina que excede de 15 a 20 mg/100 mL y puede faltar en la orina de los
fenilcetonudricos durante uno o dos meses. Con el cloruro férrico, se han
obtenido reacciones positivas en la orina ya muy precozmente en la vida de

estos enfermos.

La prueba de inhibicién bacteriana de Guthrie es una prueba que se
emplea para el diagndstico presuntivo temprano del aumento de fenilalanina
sanguinea y en Guatemala especificamente en el Hospital General San Juan de
Dios cuenta con los reactivos necesarios para llevar a cabo dicha prueba;
segun estudios realizados en 1995 por Chuy logrd establecer que la prueba de

Guthrie es una prueba rapida, sencilla, sensible, exacta la cual la hace



adecuada como prueba de tamizaje neonatal, aunque también establecid que
este ensayo microbioldgico no es repetitivo aunque con pocas variaciones
asimismo se puede tomar la prueba de Guthrie de una manera
semicuantitativa por ser lineal entre el halo de inhibiciébn bacteriana en

concentraciones de 2 a 20 mg/dL (7-10).

Para establecer el diagndstico, el primer paso consiste en llevar a cabo
un analisis cuantitativo de la concentracion de fenilalanina y de tirosina en la
sangre, porque durante el tiempo que se administra una dieta normal, el
paciente afecto de una fenilcetonuria presenta generalmente un rapido
aumento de los niveles séricos de fenilalanina, hasta alcanzar valores superiores
a 30mg/100 ml, mientras que la concentracién de tirosina es baja. En los
pacientes que excretan estos metabolitos y que presentan una concentracién

elevada de fenilalanina en sangre debe instaurarse un tratamiento dietético (4).

4. Tratamiento

El tratamiento es una dieta baja en fenilalanina, se debe iniciar en el
periodo neonatal para modificar el fenotipo metabdlico y prevenir las

consecuencias neuropsicoldgicas de la hiperfenilalaninemia (17,18).
Para un dptimo tratamiento se requiere:

a. Diagndstico temprano, inicio del tratamiento, (antes del ler mes
de vida) que consiste en: tratamiento continuo a lo largo de la
nifiez y la adolescencia. Restriccidn de fenilalanina cuando hay
valores de 250 a 500 mg/Kg/dia. Excesiva restriccién lleva a
alteraciones en el desarrollo y crecimiento; La tolerancia precisa
de fenilalanina varia entre pacientes (11).

b. Mantener niveles de fenilalanina en 250 a 500 mg/dia, 0 6 mg/dl
con dieta baja en fenilalanina y adecuada en otros nutrientes;
Existen productos comerciales (proteinas hidrolizadas modificadas

0o mezclas de aminoacidos libres). Estos productos tienen



nutrientes muy diferentes a la leche humana, por lo cual es
importante ajustar niveles proteicos y de fenilalanina en todas las
edades, especialmente en nifios pretérmino.

c. Administrar tirosina extra para aportar la que no es producida con
ingesta adecuada de otros aminoacidos, vitaminas, proteinas y
grasas. Calorias adicionales deben ser administradas en forma de
carbohidratos. Generalmente los alimentos que no deben
administrarse son carnes, queso, huevo, pescado y legumbres.

d. Control de niveles séricos de fenilalanina cada 2 a 3 semanas por
4 a 6 meses, luego cada mes por 1 afio y luego cada 4 a 6
semanas dependiendo del control clinico.

e. Se ha visto en estos pacientes niveles bajos de elementos traza
(Zn, Se; Fe, Cr) y colesterol, por lo tanto debe suplementarse en
la dieta.

f. Manejo interdisciplinario:  Pediatria, neurdlogo pediatra,

nutricionista, rehabilitacion (19).

C. Otras Hiperfenilalaninemias

La implantacién de los programas de examen selectivo neonatal ha
puesto de manifiesto la existencia de cierto nimero de pacientes que presentan
un aumento de la concentracion de fenilalanina, pero que no padece de
fenilcetonuria, ademas pueden presentar una tirosinemia transitoria del recién
nacido, y pueden diagnosticarse mediante estudio de la concentracion de
tirosina en la sangre. Existen datos que indican que algunos de estos pacientes
corresponden a casos de heterogeneidad molecular de la fenilalanina
hidroxilasa en los que el déficit de la actividad de esta enzima es menos
completa que en la fenilcetonuria clasica. Sin embargo, esta posibilidad es dificil
de confirmar, ya que para el estudio de la enzima se necesita una muestra de
tejido hepatico de tamafio considerable. En consecuencia, la clasificacion de
estos enfermos se lleva a cabo normalmente a partir del grado de

fenilalaninemia y del ritmo de aumento de la concentracion de fenilalanina



después de instaurarse una dieta normal, asi como a partir de la presencia o
ausencia de metabolitos del tipo de acido fenilpirtvico en la orina, el curso de la
hiperfenilalaninemia y el desarrollo intelectual. La mayoria de los pacientes
hiperfenillalaninémicos no tratados que no sufren una fenilcetonuria presentan

una inteligencia normal (14).

D. Galactosa

Es un monosacarido que se obtiene en el intestino, por medio de la
accion de la enzima lactasa, al actuar sobre la lactosa (azlcar de la leche), en
esta reaccidn aparecen: glucosa y galactosa. Por tanto, este compuesto se
obtiene desde la dieta (20).

La galactosa necesaria para la actividad de las células cerebrales,
especialmente para los cerebrdsidos. Por su parte, la ceramida se une a través
del grupo -OH de la esfingosina a un monosacarido mediante un enlace b-
glicosidico. Si el monosacarido es la galactosa, tendremos la estructura

denominada cerebrosido (20).

1. Galactosemia

La galactosemia puede ser ocasionada por la deficiencia de tres enzimas
diferentes:

Galactosa-1-fosfato uridiltransferasa (GALT)

Galactoquinasa

Uridindifosfoglucosa -4- epimerasa (UD glucosa)

Estas enzimas catalizan la conversién de galactosa-1-fosfato y UDP-
glucosa a UDP-galactosa y glucosa-1- fosfato. La carencia de estas enzimas
ocasiona una elevacién de los niveles sanguineos de galactosa, altos niveles
titulares de galactosa-1-fosfato, y algunas veces incrementan la excrecion

urinaria de galactosa (20).



La deficiencia de GALT fue probablemente descrita por primera vez por
Goppart en 1917, y es algunas veces referida como galactosemia tipo I, o
galactosemia clasica, es un desorden autosémico recesivo, el cual es el mas
frecuente de los tres. La frecuencia en la poblacion varia de 1:26,000 y
1:667,000. La deficiencia de esta transferasa en infantes inicia hasta que

ingieren leche que contiene lactosa (20).

Los sintomas mas comunes son defecto para tragar, con vomitos,
diarrea, hepatomegalia e ictericia, que se manifiestan al final de la primera
semana de vida. Las complicaciones de la enfermedad pueden ser agudas y
fulminantes y pueden ser confundidas con sepsis neonatal. Sin embargo
pueden manifestarse los sintomas por mas de tres meses ocasionando
hipoglucemia, cataratas y retraso mental, los cuales pueden evitarse con la
pronta suspensidon de la leche en la dieta. Sin embargo, la demora en el
tratamiento conlleva a que estos sintomas crénicos se vuelvan irreversibles, con

riesgo incrementado de muerte por sepsis bacteriana (21).

La deficiencia de Galactoquinasa fue descrita en 1965, la Galactoquinasa
cataliza la transferencia de fosfato desde ATP, hasta galactosa-1-
fosfato. La ausencia de esta enzima es conocida como galactosemia por
deficiencia de o Galactoquinasa galactosemia tipo IT. Los pacientes con
esta deficiencia excretan galactosa en la orina y el sintoma mds grave es
el aparecimiento de cataratas. Su incidencia es alrededor de 1:40,000
(19,20).

La deficiencia de Uridindifosfoglucosa -4- epimerasa (UD glucosa)
epimerasa es la tercera causa de galactosemia. La epimerasa cataliza la
conversién de UDP glucosa a UDP galactosa. La condicion es usualmente
benigna, pero se conoce una forma severa con caracteristicas similares a las
presentadas por la deficiencia de GALT. Su incidencia es alrededor de 1:60,000

(21).

2. Fisiopatologia



Acumulacién de galactosa en el cerebro con degeneracion de neuronas
corticales y degeneracion espongiforme, fibrosis de dendrocitos, degeneracion

de las células de Purkinge cerebrales ademas de hipoglicemia (12,23-25).

3. Clinica

Triada caracteristica: Retardo mental, cirrosis y cataratas. Los sintomas
aparecen al iniciar la alimentacién lactea llevando a ictericia y disfuncion
hepatica progresiva, aparece al final de la primera semana o al principio de la
segunda, caracterizandose por: vomito, diarrea, pobre ganancia de peso y
ocasionalmente cataratas. Se puede observar hipoglicemia, hiperbilirrubinemia
indirecta y alteraciones del SNC como letargo, hipotonia e hipertension
endocraneana. A largo plazo alteraciones del lenguaje, aprendizaje y
comportamiento. En mujeres con galactosemia pueden desarrollar falla ovarica
prematura, amenorrea, oligomenorrea, infertilidad y osteoporosis por

deficiencia de estrdégenos (22-25).

La galactosa aparece en la orina como consecuencia de las alteraciones
de su metabolismo que se asocian a deficiencias enzimaticas, a consecuencia
de las cuales, la galactosa, que deriva de la lactosa de la dieta, no pasa a
glucosa en el higado. La deficiencia de Galactoquinasa produce una
enfermedad mas leve: la galactosa se acumula y se reduce a galactitol en el
cristalino con formacidon de cataratas. La deficiencia de Galactosa-1-fosfato
uridiltransferasa causa la acumulacién de galactosa, galactosa-1-fosfato y
galactitol. Clinicamente aparece diarrea con retraso ponderostatural desde la
primera infancia. La disfuncién hepatica con ictericia es precoz y la toxicidad
renal va seguida de una aminoaciduria generalizada con formacidon de
proteinuria y formacién de cataratas. El tratamiento precoz consiste en una
dieta sin lactosa (galactosa) puede inducir una regresion de los sintomas, pero
el tratamiento precoz puede no evitar el retraso mental (9).

4. Diagnostico



El método para detectar D(+)galactosa total, es un método de punto
final, colorimétrico y enzimatico con un sistema de deteccidon del aceptor de
electrones tetrazdlico/intermedio, por el método de Beutler, el cual determina la

concentracion de NADPH formado, medido fluorométricamente (20,21).

4.1 Ensayo de la enzima GALT

i) El test de Beutler

El uso de | ensayo de la enzima transferasa en tamizaje se ha desarrollado por
Beutler y cols. Ambos métodos especificamente miden la enzima transferasa y
actualmente se reconocié que la fluorescencia exhibida por el NADP se pueden
utilizar para medir el punto final de la reduccién de la glucosa —6-fosfato
deshidrogenasa por el NADPH (16).

Este método es el mas popular en los laboratorios de tamizaje en Estados
Unidos de Norteamérica, aunque el procedimiento es afectado adversamente
por la exposicion de las muestras al calor y/o a los ambientes himedos y no

detectan deficiencias de epimerasas y kinasas (16).

4.2 Ensayos Microbioldgicos
Los ensayos microbioldgicos para galactosa son ampliamente utilizados en

tamizajes neonatales, todos han sido ajustados para obtener resultados

confiables de muestras de sangre colectada en papel filtro (16).

4.3 Ensayo de inhibicion de metabolitos
La prueba de inhibicién de metabolitos se desarrolld en 1963 y fue presentado
por Guthrie para el congreso Internacional de pediatria. La prueba sugerida por
Paigen, utiliza un mutante galactosemico de £ coli sepa w-3101. el
microorganismo acumula galactosa —1-fosfato , el cual inhibe el crecimiento del

microorganismo. El circulo o disco de sangre se ve rodeado de una zona de



inhibicién proporcional al tamano de la cantidad de galactosa y galactosa-1-

fosfato en la mancha de sangre (16).

4.4. Ensayo de inhibicion del Bacteriofago. (prueba de Paigen)

Este se basa en el trabajo de Paigen, quien reporto que el
bacteriofago Phage (fago) C-21 caus bacteriolisis de E. coli,
pero que la galactosa previene este proceso. El sugirio una
prueba de tamizaje para galactosemia utilizando este principio
(16).

El ensayo de bacteriéfago, utiliza la £. coli que tiene una deficiencia de una
enzima que previene la sintesis de un pared celular normal con fuentes
ordinarias de carbono. La pared anormal permite que el bacteriofago c-21
ataque, causando infeccién vy lisis de la E.coli. En presencia de la galactosa, la
E. coli puede producir una pared celular normal resistente a la infeccion debido

a que el sitio de absorcidn se encuentra enmascarado (16).

El crecimiento ocurrird Unicamente alrededor del disco de sangre que
contiene galactosa, y el crecimiento de la zona depende de la cantidad de
galactosa presente. La sensibilidad de la prueba para la galactosa-1-fosfato
puede aumentar al afiadir fosfatasa alcalina con los microorganismos. Ya que
esta prueba detecta el metabolito, se identificara cualquiera de los tres defectos

descritos en el metabolismo de la galactosa (16).

4.5 Ensayo Microquimico

El primer método par tamizaje de galactosemia en manchas de sangre seca por
ensayo microquimico fue publicado por Fujimora y col. En 1981. el método se
basa en la deteccidon fluorescente de NADH, | cual se produce cuando la
galactosa es reducida por la galactosa deshidrogenasa y el NAD. La reaccidn

mixta también contiene fosfatasa alcalina para que la medicidn fluorescente sea



debida a la galactosa y galactosa-1-fosfato (galactosa total) o a los metabolitos
de la galactosa (16).

La clave del éxito de este método es la fijacion de la hemoglobina de
las manchas con vapores de acido formico o acético. EIl mismo afio Misuma y
cols. Reportaron un método de medicién de galactosa mas galactosa-1-fosfato

en manchas tratadas con mezcla de metanol y acetona(16).

El metabolito cominmente mas usado en métodos d tamizaje hoy en

dia usa esta quimica con una técnica similar a la propuesta por Hill y cols (16).

El diagnostico prenatal es posible valorando el galactitol en liquido
amnidtico o la actividad transferasa en vellosidades coridnicas o amniocitos
cultivados (21).

Otras formas de realizar el diagndstico de galactosemia son:

Prueba de benedict en orina; Hace sospechar el diagndstico

o o

Medicion de galactosa por cromatografia (hace diagndstico definitivo)

(]

Medicion de galactosa 1 uridiltransferasa
d. RMN con cambios inespecificos de retardo en la mielinizacion, atrofia
cortical y cerebelosa (12,23-25).

5. Tratamiento

El tratamiento consiste en la eliminacion de la galactosa de la dieta de
por vida. El cumplimiento debe controlarse de forma rigurosa. Para ello es
aconsejable valorar la galactosa- 1-fosfato y el galactitol. Estos metabolitos,
aunque disminuyen notablemente con la dieta, nunca se normalizan y conviene
que su concentracién se mantenga lo mas baja posible (22).

Una vez instaurado el tratamiento, los sintomas desaparecen. En muchos
de los casos las cataratas revierten. Sin embargo, estudios de pacientes
galactosémicos tratados muestran que, en cierto niumero de casos, la dieta

exenta de galactosa no es capaz de prevenir totalmente el dano neuroldgico y



que la mayoria de las mujeres afectas presentan fallo ovarico, la dieta previene
el fallo hepatico y las cataratas pero no el trastorno neurolégico ni el fallo
ovarico que suele producirse. Los sintomas aparecen ya durante la 22 semana
de vida (20).

Esta falta de total eficacia del tratamiento se ha relacionado con varios
factores: con el posible efecto /n utero, con la toxicidad de la galactosa-1-
fosfato que no logra eliminarse por completo y con el efecto de la propia
restriccidn de galactosa. Aunque se aconseja la restriccion materna de lactosa
durante el embarazo para evitar el dano prenatal, su efectividad no esta bien
establecida (20).

a. La terapia es la eliminacion completa de la lactosa en la dieta (férmulas
lacteas, lactancia materna, leche de vaca).

b. La eliminacién completa de la lactosa aunque puede ser dificil de
conseguir, se debe intentar. Las preparaciones en la infancia son:
caseina hidrolizada, que puede contener pequefias cantidades de lactosa
si es preparada de leche, pero si éstas aparecen no afectan la eficacia de
la terapéutica.

c. También se cuenta con el Alimentum que es preparado a partir de
caseina. El uso de férmula de soya a sido cuestionado por la presencia
de azlcares que contienen galactosa como la rafinosa y stachtose, pero
algunos autores han concluido que estos oligosacaridos no son
hidrolizados y no son absorbidos.

d. Es importante que a medida que van creciendo los nifios se vayan
concientizando de las fuentes de galactosa en otros alimentos, hay una
lista de frutas y vegetales especialmente el melon y los tomates que son
libres de galactosa.

e. Adicionar una cantidad adecuada de proteinas, calcio y vitaminas y con
esto tratar de prevenir la pobre ganancia de peso, ictericia, anemia,

enfermedad hepatica, disfuncion tubular renal, cataratas.



f. Asesoria genética para todos los casos ya que se observa de forma
hereditaria y las parejas afectadas tienen un 25% de probabilidades de

tener un hijo con galactosemia (12,23-25).

E. La Tiroides y su funcion

La glandula tiroides consta de 2 lobulos, uno a cada lado de la traquea,
con una porcidn conectora haciendo que la glandula entera tenga la forma mas
0o menos de una “H”". En el adulto, la glandula pesa 25-30 gr.
aproximadamente. Aunque existe evidencia de produccidén extratiroidea de
hormonas semejantes a las tiroideas, la glandula tiroides es la fuente primaria

de su produccion (26).

La funcién principal de la hormona tiroidea es la de un catalizador para
las reacciones oxidativas y la regulacion de las tasas metabdlicas en el

organismo (26,27).

En concentraciones moderadas, la hormona tiroidea tiene un efecto
anabdlico causando un incremento en la sintesis de acido ribonucleico (ARN) y
proteinas, accién que precede al aumento de la tasa metabdlica basal. La
facilitacion de la sintesis de proteinas sucede no solo por aumento en la sintesis
de acido ribonucleico (ARN) a nivel nuclear, sino también incrementando la
traduccion del mensaje que porta el acido ribonucleico (ARN) mensajero en el
ribosoma donde se realiza la sintesis de proteinas. Alrededor de 90% de las
hormonas que produce el tiroides es Tiroxina (T4) y un 10% es Triyodotironina
(T3), sin embargo una porcién considerable de T4 es convertida a T3 en sangre
y tejidos periféricos y las dos tienen gran importancia funcional. La funcién de
ambas es cualitativamente la misma, pero difieren en rapidez e intensidad de
accion (26,27).

1. Quimica y Fisiologia



En el organismo, el yodo inorganico en su mayor parte es captado en el
tiroides en conexién con la sintesis de hormona tiroidea. De un total de 50 mg
de yodo en el cuerpo, cerca de 10-15 mg se encuentran en esta glandula. La
ingestion diaria normal de yoduro es de 100-200 pg. Este yoduro, absorbido
principalmente en el intestino delgado, es transportado en el plasma unido a las
proteinas. Cerca de las dos terceras partes del yoduro ingerido son excretadas
por el rifon, la tercera parte restante es captada por la glandula tiroides
(26,28).

Para fabricar cantidades normales de T4, se necesita ingerir mas o
menos 50 mg de yodo cada afio o aproximadamente 1 mg por semana. Para
evitar la carencia de yodo, la sal de mesa comun debe estar yodada y contener

una parte de yoduro de sodio por 100,000 partes de cloruro de sodio (27).

2. El Yodo y su deficiencia

El yodo fue uno de los primeros oligoelementos al que se le reconocid
su importancia en la nutricidn, siendo uno de los mas valiosos. La presencia
de yodo en la dieta es necesaria, ya que si existe un déficit de yodo en el
organismo, se producen patologias a nivel de la glandula tiroides,
repercutiendo ademas en una baja produccion de hormonas tiroideas, por lo
que el organismo trata de compensar la falta de yodo con la hipertrofia de
esta glandula conllevando a la aparicion del bocio. Se sabe que la dieta es la
fuente principal de yodo, su cantidad en el suelo es irregular y existen regiones
en las que el suelo es pobre en yodo en especial en el drea montanosa.
Igualmente se ha estudiado que los alimentos de tipo marino como los

mariscos Y las algas son una fuente natural de yodo (29).

Las mujeres lactantes contienen cierta cantidad de yodo en la leche,
dicha cantidad es consumida por el lactante y si existe una deficiencia de yodo

se origina bocio en el nifio o la madre (30,31).



La deficiencia de yodo y sus complicaciones son un problema de salud
mundial, en las regiones cuyos suelos son carentes de dicho elemento se

vuelve endémica la aparicion de bocio en su poblacion (31).

Se estima que un billén de la poblacion mundial esta en riesgo de sufrir
deficiencia de yodo, 200 millones padecen de bocio, 20 millones tienen algun
grado de dano cerebral y mas de 3 millones son cretinos obvios. En los paises
de América Latina la poblacion a riesgo se estima entre 20 y 25 millones, en su

mayoria del area Andina (30,31).

El bocio en los nifios generalmente pasa desapercibido y su incidencia es
alta; su presencia denota un trastorno hormonal que compromete el
crecimiento y el desarrollo. En el adulto causa molestias fisicas y el riesgo de
degeneracion maligna; lo mas critico es el compromiso cerebral, cuya expresion

extrema es el cretinismo (26).

3. Indicadores de la deficiencia de Yodo

La deficiencia de yodo altera la funcidn tiroidea disminuyendo la sintesis
y secrecion de hormonas tiroideas y la funcién del eje hipdfiso-tiroideo,
aumentandose asi la secrecién de la hormona estimulante del tiroides (TSH) y
con esto la estimulacion tiroidea lo que ocasiona la hipertrofia de dicha
glandula y el aparecimiento del bocio (26).

El diagndstico de la deficiencia de yodo es de caracter regional, es
importante establecer su presencia y el grado de severidad. Los indicadores
para evaluar el grado de deficiencia de yodo son tres:

-Excrecion urinaria de yodo
-Prevalencia de bocio.
-Nivel de TSH neonatal (26).



F. Hipotiroidismo

Se llama asi a toda hipofuncién del tiroides el cual libera menor cantidad
de sus hormonas a la circulacion, y por ello reduce el metabolismo del cuerpo.
Es un estado hipometabdlico con disminucion de los niveles de T3, T4 y

aumento de los valores de la TSH (32,33).

En estudios realizados sobre la funcidn tiroidea, los nifios hipotiroideos
fueron divididos en tres grupos: Casos con falla tiroidea primaria o
hipotiroidismo primario, casos con hipotiroidismo hipotaldmico o
hipofisiario, y casos con biosintesis hormonal tiroidea defectuosa
(dishormonogénesis) (34).

Dependiendo de si el hipotiroidismo ocurre desde el nacimiento o bien si
los sintomas aparecen después de un periodo de vida normal, se pueden
distinguir dos formas clinicas: Hipotiroidismo congénito e hipotiroidismo
adquirido (34).

Aproximadamente el 33% de los casos de hipotiroidismo se presentan en
la lactancia y en el resto de la nifiez . La disgenesia tiroidea es la causa
predominante de hipotiroidismo congénito, alcanzando un 90% de los casos.
De estos, aproximadamente dos tercios representan tiroiditis ectdpica y un
tercio agenesia tiroidea. El 10% restante incluye dishormonogénesis tiroidea,
hipotiroidismo hipotalamico-hipofisiario y desérdenes transitorios de hipofuncién
tiroidea (35).

La mayor parte de los casos de hipotiroidismo primario en la nifez
(mayores de 6 afios) corresponden a tiroiditis linfocitica cronica (Tiroiditis de
Hashimoto o Tiroiditis autoinmune), y en términos generales, es la enfermedad

tiroidea mas frecuente y la causa de hipotiroidismo en nifios (28,36).

La incidencia de disgenesia tiroidea neonatal compensada o defectos

compensados en el metabolismo tiroideo en nifos que desarrollan



hipotiroidismo “tardio” no esta clara. Datos derivados de programas
norteamericanos sugieren una incidencia baja de 1:30,000 a 1:40,000

nacimientos (37).

G. Hipotiroidismo Congénito
1. Tipos de Hipotiroidismo Congénito

i) Aplasia

Se debe a una anomalia en el desarrollo embrionario de la glandula o
destruccion del tiroides fetal por autoanticuerpos transmitidos por la madre. El
30 por ciento de las madres que han tenido algun hijo hipotiroideo presenta
anticuerpos antitiroideos. A pesar de que no todos obedecen a esta causa, los
anticuerpos deben ser buscados en las madres sospechosas de haber tenido
trastornos tiroideos y sus hijos deben ser examinados durante los primeros

meses en busca de un posible hipotiroidismo (26).

Puede existir ausencia completa de la glandula o restos de ella en
posicion normal o ectdpica (cuello o base de la lengua). En la forma atiredsica
los sintomas son mas pronunciados y mas precoses en aparecer que cuando

existe un remanente de glandula (38).

ii) Dishormonogénesis

Se han descrito ocho errores innatos de la sintesis, la secrecion o la
utilizacion de hormona tiroidea; todos originan suministro insuficiente de
hormonas tiroideas para la necesidad celular. EI aumento de la secrecién de la
TSH origina hiperplasia tiroidea o bocio, excepto cuando hay incapacidad para

responder a esta hormona (39,40).

2. Caracteristicas Clinicas



Las manifestaciones clinicas del hipotiroidismo en la nifiez usualmente
son caracteristicas y elaborar el diagnéstico no ofrece grandes
dificultades; sin embargo, los signos en la etapa neonatal suelen no
presentarse, son inespecificos o sutiles, de modo que la mayoria de los
pacientes tienen aspecto completamente normal al nacer. Ademds la
aparicion de los caracteres del hipotiroidismo dependerd de la clase de
defecto, edad de comienzo, duracién y gravedad de la deficiencia de
hormonas tiroideas (41).

El hipotiroidismo materno puede también estar directamente relacionado
con el hipotiroidismo congénito; las tiroiditis autoinmunes cronicas, las
linfociticas o enfermedad de Hashimoto, con formacién importante de
anticuerpos antitiroideos susceptibles de alcanzar el feto y alcanzar su glandula
tiroides, constituiran una forma de hipotiroidismo materno y fetal (42,43).

Es importante tomar en cuenta la edad gestacional, la cual generalmente
es prolongada (20 por ciento es mayor de 42 semanas) aspecto que se cita con
frecuencia dentro de las caracteristicas de hipotiroidismo congénito y mayor

peso al nacer (39,44).

Entre los signos y sintomas encontramos que algunos nifios tienen
expulsidon tardia de meconio al nacer y estrefiimiento ulterior a causa de la
disminucion del apetito y letargo e ictericia mas duradera dependiente de la

inmadurez de la glucoriniltransferasa hepatica (45).

En la exploracién fisica de los neonatos, en pocos se advierten las
caracteristicas clasicas de cara regordeta, fontanelas y suturas anchas,
aplanamiento del puente de la nariz y seudohipertelorismo, lengua voluminosa
y saliente con boca abierta, llanto ronco, abdomen saliente con hernia
umbilical, piel fria o ictérica y reflejos lentos, vémito, macroglosia, distensién
abdominal, rechazo al alimento, edema, constipacion intestinal, insuficiencia
respiratoria y bradicardia (39,43,45,46).

Los lactantes con hipotiroidismo secundario pueden presentar el cuadro

descrito antes, pero a menudo el comienzo es gradual, pues en general la



deficiencia de TSH solo es parcial y hay algo de produccién de hormonas
tiroideas (42).

Los efectos del hipotiroidismo congénito que se observan en el
esqueleto; consisten en maduracién epifisaria tardia, disgenesia epifisaria. Un
neonato normal mostrara osificacion de las epifisis distal del fémur, proximal de
la tibia y del cuboides del pie. Cuando faltan estos datos la edad Osea es
inferior a la del neonato. En la disgenesia epifisaria, la epifisis tiene aspecto
desigual con focos esparcidos de descalcificacion y se les llama epifisis
punteadas. Asimismo, las radiografias de los dientes muestran retraso en la

formacion de las yemas dentales (39,43,45).

3. Diagnostico de Laboratorio de Hipotiroidismo Congénito

El diagndstico de laboratorio es de suma importancia en el caso del
hipotiroidismo,
ya que como se indico anteriormente, la presentacion clinica de
esta entidad aparece como un desorden asintomatico, el cual es
solamente posible detectarlo por los resultados de laboratorio
(46-48).

En estudios realizados en Suecia, se observd que la incidencia del
hipotiroidismo congénito detectado durante los dos primeros anos de vida en
base a los sintomas y signos clinicos fue de 1:6,800 y durante los primeros 5
anos de vida de 1:5,800, mientras que la incidencia encontrada basandose en
un estudio de laboratorio fue de 1:2,800 (48).

Esto indica que mediante el diagndstico clinico Unicamente se detectara
el 5% de los casos de hipotiroidismo congénito en los primeros meses de vida
(32).



También es importante tomar en cuenta la necesidad de un diagndstico
temprano para iniciar el tratamiento oportunamente y prevenir danos
cerebrales, ya que se ha visto que ninos hipotiroideos tratados adecuadamente
antes del primer mes de vida, se desarrollan normalmente y antes del sequndo

mes de vida poseen un coeficiente intelectual mayor de 85 (49,50).

Las pruebas de laboratorio establecen su utilidad, ya que en forma
objetiva establecen el diagndstico de hipotiroidismo y cuantifican la severidad
quimica del desorden, diferenciandose si el paciente posee hipotiroidismo
primario o secundario, o bien una enfermedad hipofisiaria-hipotalamica, incluso
se puede establecer el diagndstico en desordenes como el hipotiroidismo leve
(34).

Las pruebas mas Utiles para el diagndstico del hipotiroidismo congénito
son: T4 libre (T4 |), concentracidon de la Hormona Estimuladora de la Tiroides
(TSH) y como pruebas confirmatorias estan el indice sérico de T4 libre, el radio
de T3 (rT3)), tiroglobulina (TBG) y respuesta de TSH a la hormona liberadora
de Tirotropina (TRH), por ultimo raramente se utilizan la concentraciéon sérica
de T3 y captacion de T3. Estas pruebas han sido determinadas en suero o
sangre del cordén umbilical y/o en muestras obtenidas en papel filtro por

puncién capilar del recién nacido (51).

Se han sugerido estas pruebas, ya que en un estudio sobre el desarrollo
mental de nifios hipotiroideos, se observd una correlacion positiva entre el
desarrollo psiconeuroldgico y la naturaleza y severidad del defecto tiroideo (39).

4. Métodos de laboratorio para Diagndstico de Hipotiroidismo

i) Radioinmunoanalisis

RIA es una técnica de analisis en el que una pequefia cantidad de

sustancia marcada radioactivamente, es desplazada de su unién especifica por



otra similar no marcada que va a competir con la sustancia marcada

radioactivamente (52).

Al sistema de fijacion elegido se le agrega una cantidad x de antigeno
marcado, posteriormente se le agrega una cantidad x de antigeno sin marcar o
sea el suero problema, asi se establece la competencia por los sitios de union
del anticuerpo, sigue la incubacién a 37 grados Celsius, procediendo a los
lavados mediante los cuales se realiza la separacion del antigeno unido y del
libre, de la cantidad de antigeno marcado fijado a diferentes concentraciones se
hace una curva que permite encontrar cualquier concentracién de antigeno no

marcado que sea desconocido (52).

Es necesario contar con una forma muy purificada del antigeno en
cuestién para el marcaje. Las formas menos purificadas de antigeno no pueden
servir perfectamente para usar como inmundgeno Yy estandar. Los
requerimientos de pureza del material a marcar son muy estrictos, porque en
ultima instancia lo que se mide es la radioactividad. Si ésta Ultima se asocia en
grado significativo con especies moleculares ajenas a la que va a medirse, en
ese grado el analisis sera no especifico y quizas indtil. Por otra parte, siempre
que el antigeno sea inmundgeno puede estar contenido en una mezcla
relativamente muy impura, pues la especificidad de la inhibicion de unidn
observada depende exquisitamente de la pureza de la especie marcada con
ligando presente. El requerimiento mas critico del ligando a usar como estandar
es un analisis es que se comporte en el sistema de analisis en forma idéntica al
comportamiento del ligando de interés en el liquido bioldgico analizado.
También un agente de unidn con caracteristicas apropiadas es indispensable
para un buen andlisis. Para sustancias de peso molecular bajo, especialmente
aquellas en las que puede introducirse tritio por vias biosintéticas en niveles
muy altos de actividad especifica, este isétopo puede ser apropiado para usar
en analisis de unidon competitiva, aunque el marcador de eleccién es el 1125, la
vida media es de alrededor de 60 dias y permite gran actividad especifica pero

no requiere uso inmediato de analisis. Para la eleccién del agente de union se



tiene que tomar en cuenta diversos factores. Si el ligando en cuestién es un
inmundgeno potente, la produccién de antisuero puede no ser dificil y éste
puede ser el método de eleccidn. Si hay interés especial en medir la porcion
bioldgicamente activa de un grupo heterogéneo pero estrechamente
relacionado de moléculas, un analisis radiorreceptor que emplea un receptor
tisular puede ser el método de eleccidon. Casi todos los andlisis de unién
competitiva son satisfactorios con valores de pH aproximados de 7.0 a 8.6 pero
hay excepciones, y cuando se emprende un analisis es conveniente hacer por lo
menos un experimento de dependencia del pH para asegurarse de que no

habra pérdida de tiempo experimental siguiente (52,53).

ii)Técnica de ELISA

La técnica de Elisa es un procedimiento de ensayo inmunoenzimatico
cuyo nombre resulta de la asociacion de las iniciales de su denominacion
inglesa (enzyme linked inmuno sorbent assay). Como todo ensayo
inmunoenzimatico, la prueba recurre al empleo de inmundgenos, haptenos 6
anticuerpos marcados con una enzima, para revelar el reactivo complementario

a nivel de distintos fluidos bioldgicos (53).

De un modo general se procede a la fijacion de uno de los
componentes de la reaccion inmunoldgica (antigeno Ag o anticuerpo Ac) a un
soporte solido, poniendo luego ese sistema en contacto con una fase fluida que
contiene el reactivo complementario. El complejo inmunoldgico formado es
enfrentado luego a las moléculas capaces de reconocer a su componente mas
superficial, marcadas con una enzima (peroxidasa de rabano picante);
agregandose posteriormente un sustrato cromogénico de la enzima marcadora.
La existencia de una reaccion inmunoldgica se demuestra y se cuantifica
midiendo espectrofotométricamente la cantidad de producto enzimatico
resultante (52).

4.1 Metodos confirmatorios para el Diagndstico de

Hipotiroidismo



i) Quimioluminiscencia

La luminiscencia es definida como la emision de luz asociada con la

disipacion de energia con una sustancia electrénicamente excitada (53).

Si los electrones de un componente luminiscente son estimulados por una luz
en estado normal, estos dan energia en forma de luz cuando ellos regresan al
estado (53).

Hay diferentes formas de Iuminiscencia, distinguiéndose por el
mecanismo que causa la emisidn de luz. En fotoluminiscencia también conocida
como fluorescente la sustancia es estimulada por fotones de luz, la emision de

la luz con un trazador fluorescente es diferente (53).

En bioluminiscencia, una reaccion quimica medida por enzimas es
responsable por la excitacion, y esta reaccion esta siempre emparentada a

organismos vivos (53).

En quimioluminiscencia, la emision de luz es causada por los productos
de una reaccidon especifica quimica, en la cual se involucran las siguientes
sustancias segun el sistema automatizado que sea utilizado: éster de acridina,
peroxido-acido, hidréxido de sodio, fosfatasa alcalina. En el caso de esta
reaccion el agente quimioluminiscente es el éster de acridina que es oxidado

por el peroxido-acido y el hidréxido de sodio(16).

Los sistemas que la llevan a cabo esta reaccidon fueron especialmente
disefados para realizar inmunoensayos de una forma automatizada con
tecnologia de vanguardia como lo es la quimilumiscencia, método de lectura
con mayor sensibilidad en la actualidad la cual se basa en el principio de
emision de energia luminosa a través de una reaccion quimica (Enzima -
Sustrato). La gama de pruebas que conforman su menu permite realizar

diferentes perfiles de casi todas las areas del laboratorio clinico, empleando



reactivos de alta calidad que permiten obtener resultados muy confiables
(16,52,53).

El ensayo quimiolumuniscente puede ser de tipo sandwich, el cual el
antigeno en la muestra del paciente es sometido en la reaccién sandwich, el
anticuerpo covalentemente unido a las particulas paramagnéticas y el
anticuerpo marcado con éster de acridina. Una relacién directa existe entre la
concentracion de antigeno en el muestra del paciente y la cantidad de luz

emitida durante la oxidacién de el éster de acridina en la cubeta (53).

5. Incidencia

La prevalencia global de HC verdadero es aproximadamente 1: 4,000
nacidos vivos, esto incluye 1 por 2,000 orientales e hispanos, 1 por 5,500

blancos y 1 por 32,000 en la poblacion negra (50,51).

Segun los estudios estadounidenses realizados por Brown vy
colaboradores en 1981 sobre las diferencias raciales en la incidencia del
hipotiroidismo congénito, se observd una baja incidencia del hipotiroidismo
primario en nifios negros, siendo de 1:32,377, en contraste en la incidencia en
blancos siendo de 1: 5,526 (55).

En otra investigacion llevada a cabo por Frasier en 1980, se observd una
incidencia de 1:2,222 en nifios con apellido latino, lo cual es casi el doble de la
incidencia vista en nifos norteamericanos, y de aproximadamente quince veces

mayor de la observada de nifios negros norteamericanos (56,57).

El 95% de todos los casos son esporadicos y 5% son genéticos, mas a

menudo como reflejo de una dishormonogénesis (56).



Se han reportado distintos datos sobre la incidencia del hipotiroidismo
congénito. Estos datos varian segun el lugar en donde se realizd el estudio, el

método empleado y condiciones del mismo (48).

Los datos reportados en Norteamérica (EE.UU. y Canadd), Sudamérica
(Argentina), Europa y Asia (Japdn) muestran incidencias que van desde 1:3,000

a 1:4,000 para los primeros, hasta de 1:6,000 para Japdn (33,43).

Los datos reportados para el hipotiroidismo primario en Norteamérica y
Europa son de 1:4,000 y para el hipotiroidismo secundario es de 1:6,800 en

Norteamérica y 1:110,000 en Europa en el afio de 1990 (34).

México, reportd durante los Ultimos diez afios, una frecuencia global de
1:2,500 recién nacidos (55).

En 1995, en Guatemala un estudio sobre la relacion costo-beneficio del
programa de tamizaje para hipotiroidismo congénito, reveld que es 21 veces
mas costosa la manutencion de un paciente que desarrolla la enfermedad, que
la implementaciéon de dicho programa; tomando en cuenta que el analisis se
realiza con reactivos producidos localmente. Ante dichos resultados, se

recomendod la expansidn del programa a todo el pais (60).

En Espafa hasta el afno 2000, se establecié por medio del Programa de

tamiz neonatal una incidencia de hipotiroidismo congénito de 1:2,355 (33).

En Guatemala, en el 2003 se realizd una capacitacion al personal de
salud que trabaja en la mayoria de areas de salud publica (exceptuando Alta
Verapaz y Retalhuleu); y en los Hospitales San Juan de Dios y Roosevelt, para
la toma y manejo de muestras de recién nacidos que se le incluyeron dentro
del tamiz para hipotiroidismo congénito con una cobertura a nivel nacional de
un 7%.



Otros estudios realizados en Guatemala, establecieron que la utilizacion
la técnica de radioinmunoanalisis con muestras recogidas en papel filtro
mostraron buenos resultados, presentando precision, reproducibilidad,
sensibilidad, sensibilidad y especificidad requeridas para la determinacion de

TSH neonatal (61,62).



IV. JUSTIFICACION

Los programas de tamizaje neonatal se desarrollan desde
1960 en el ambito mundial y su principal objetivo es prevenir
enfermedades clinicamente inaparentes, y con complicaciones
graves. En Guatemala, inicamente esta establecido el programa
para diagnosticar hipotiroidismo congénito a nivel nacional, sin
embargo no se han tomado las acciones necesarias para evitar
otras patologias metabolicas que ocasionan retraso mental o

muerte prematura.

Es de interés conocer la frecuencia de patologias como
hipotiroidismo congénito, fenilcetonuria y galactosemia en
poblaciones de individuos que padecen algin grado de retraso
mental, para inferir si dicho retraso se debe a un error innato del
metabolismo o0 a una deficiencia hormonal, y aunque en ellos ya
no se pueda revertir el retraso mental se pueda iniciar
tratamiento para evitar otras complicaciones graves como
ceguera, problemas cardiacos y otros inherentes a estas
patologias, asi mismo demostrar la importancia de implementar

estos programas a nivel nacional.



V. OBJETIVOS

General
- Establecer la frecuencia de tres errores innatos del metabolismo en nifios con

retraso mental de 2 instituciones de salud mental.

Especificos
- Determinar la frecuencia de fenilcetonuria en nifos con retraso mental

mediante un ensayo colorimétrico de punto final.

- Determinar la frecuencia de galactosemia en nifos con retraso mental

mediante un ensayo colorimétrico de punto final.

-Determinar la frecuencia de hipotiroidismo congénito en nifios con retraso

mental mediante un ensayo inmunorradiométrico (IRMA).

-Demostrar la importancia de evaluar fenilcetonuria y galactosemia en el

Programa de Tamizaje Neonatal existente en el pais.



VI. HIPOTESIS

Por tratarse de un estudio descriptivo prospectivo, no es necesario plantear una

hipotesis.



VII. MATERIALES Y METODOS
A. Universo de Trabajo
Nifos con retraso mental que asisten a dos centros de cuidado especial en la
Ciudad de Guatemala.
B. Recursos Humanos
Tesista: Br. Carlos Enrique Serrano

Asesora: Licda. Karla Lange de Kiesling

Revisoras: Licda. Alba Marina Valdés de Garcia

Licda. Amanda Galvez de Matheu

C. Recursos Institucionales
Departamento de Medicina Nuclear del Hospital General San Juan de Dios
Centro Experimental Psiquiatrico Pedagadgico.

Centro de Educacion Especial “Alida Espaiia de Arana”
D. Materiales

1. Material para Obtencion de Muestras
-Agujas desechables No. 21 x 1 1/2”
-Alcohol

-Algodén
-Papel filtro (Schlicher & Schuell 903.)

2. Material para Procesamiento de las Muestras



a. Fenilcetonuria

i) Equipo

- Gradillas de pozos para titulacion
- Distribuidor al Vacio Millipore Multiscreen
- Bomba de Vacio

- Pipetas de Repeticion o de Canales Mdltiples

ii) Reactivos

- Reactivo Enzimatico (Deshidrogenasa de Fenilalanina liofilizada, con tampdn
estabilizador

- Diluyente Enzimatico Reactivo (azida de sodio al 0.1%)

- Reactivo coenzimatico (NAD+ liofilizado y tamponado)

- Reactivo Colorante(solucion tamponada de sal tetrazolica, con aceptor de
electrones)

- Controles de mancha de sangre Fenilcetonuria

- Estandares de mancha de sangre Fenilcetonuria

iii) Materiales

- Gradillas para tubos 12X5 mm

- Pipetas repetidoras Eppendorf con rango de 1 a 50 ml
- Pinzas

- Guantes

- Sacabocados, 3/16”

- Sellador de Placas

b. Galactosemia



i) Equipo

- Gradillas de pozos para titulacion
- Distribuidor al Vacio Millipore Multiscreen
- Bomba de Vacio

- Pipetas de Repeticidon o de Canales Multiples

iii) Reactivos

- Reactivo Enzimatico No. 1 (Suspension de D(+) Galctosa Deshidrogenasa
Bacteriana en solucion de sulfato de amonio)

- Reactivo Enzimatico No. 2 (Suspension de Fosfatasa alcalina Bovina en
solucién de sulfato de amonio

- Diluyente Enzimatico Reactivo (azida de sodio al 0.1%)

- Reactivo coenzimatico (NAD+ liofilizado y tamponado)

- Reactivo Colorante (solucion tamponada de sal tetrazolica, con aceptor de
electrones

- Controles de mancha de sangre Fenilcetonuria

- Estandares de mancha de sangre Fenilcetonuria

iii) Materiales

- Gradillas para tubos 12X5 mm

- Pipetas repetidoras Eppendorf con rango de 1 a 50 ml
- Pinzas

- Guantes

- Sacabocados, 3/16”

- Sellador de Placas

c. Hipotiroidismo Congénito



i) Equipo

- Refrigerador marca ADMIRAL con una temperatura de refrigeracion de 42 C
- Contador para radiacion alfa de 12 pozos

- Balanza electrénica marca SARTORIUS

- Computadora, programa Office

- Calculadora

ii) Reactivos

- Buffer fosfato 0.05 M pH 7.5

- Solucion de lavado (buffer fosfato 0.05 My azida de sodio al 1%)

- Anticuerpo Anti-TSH unido a Yodo 125

- Estandares de TSH neonatal

- Controles de calidad del Center for Disease Control de Atlanta (bajo, normal y
alto)

iii) Materiales

- Gradillas para tubos 12X5 mm

- Tubos de poliestireno de 12X5 mm recubiertos de anticuerpo monoclonal anti
-TSH 5404

- Pipetas repetidoras Eppendorf con rango de 1 a 50 ml

- Perforadora

- Pinzas

- Guantes

- Mascarillas

E. Metodologia



1. Obtencion de muestras

- Se establecio contacto con Directores de Instituciones de

Salud Mental, publicas y privadas de la Ciudad de Guatemala.

- Se obtuvo consentimiento por escrito de padres o

encargados de los pacientes para la realizacion del estudio.

- Se extrajo 5 gotas de sangre venosa del dorso de la mano mediante
puncién con agujas desechables No. 21 x 1 1/2"” colocando las gotas de

sangre sobre papel filtro (Schlicher & Schuell 903.)

2. Procesamiento de las muestras

a. Fenilcetonuria

- Con un sacabocados, se corté 1 disco 3/16” de diametro de los
estandares con Mancha de Sangre y controles y transfiriéndolos a los
respectivos pocillos de una placa de filtro.

- Se cortaron los discos que llevan las muestras del paciente,
transfiriéndolos a los pocillos de la placa de filtro.

- Con una pipeta se sirvieron 50l de elusion tamponada diluida en cada
pocillo y agitando la placa.

- Se incubd la placa filtro durante 30 minutos a temperatura ambiente, en
un agitador de placas.

- Se cargd la seccion inferior de distribuidor de vacio Milipore Multiscreen
con una placa limpia de microtitulacion, de fondo plano. (Placa de
Prueba)

- Se conect6 el distribuidor a una bomba de vacio y concluyé la elusion.

- Cuando el eluato se transfirid a la Placa de Prueba, se retird la placa de

prueba de la bomba de vacio.



- Se transfirid con pipeta 100 pl de reactivo enzimatico de trabajo a cada
pocillo.

- Se incubd la placa de prueba durante 30 minutos a temperatura
ambiente en un agitador de placas.

- Se agregd100 pl de reactivo colorante a cada pocillo.

- Se incubd la placa a temperatura ambiente en un agitador de placas, con
agitacion de 2 minutos.

- Se leyo la absorbancia de la placa a 570/690 nm de 2-5 minutos después
de la adicidn de reactivo colorante.
- La concentracion de Fenilalanina se determind por medio de una
relacion lineal, estableciéndose una curva de

concentraciones con los valores estandar (curva control) y se tomo

como valido el ensayo si los controles de calidad guardaban correlacion

con la curva.

- La muestra que present6 una concentracion superior a los 4.0 mg/dL
(punto de corte) se procesd de nuevo en dos ocasiones, bajo la misma
metodologia, por carecer de otro método confirmatorio para la

deteccion de Fenilcetonuria en el pais.

TABLA 1
Concentraciones de los estandares para determinacion de
Fenilalanina Método de ELISA

StA StB StC StD StE
0.0 1.47 4.15 7.47 15.68
mg/dl mg/d| mg/dl mg/dI mg/dl
TABLA 2
Concentraciones de controles de calidad para Fenilalanina Método de
ELISA
Qc1 Qc2
2-4 mg/dl 6-11 mg/dl




Tabla 3
Valores de Referencia para la Medicion de Fenilalanina en mancha de
sangre en Papel Filtro

Prueba Valores de Referencia
Fenilalanina 0.0 — 4.0 mg/dl

Valores de referencia de la metodologia empleada en el estudio.

b. Galactosemia:

- Con un sacabocados, se cortd 1 disco 3/16” de diametro de los
estandares con Mancha de Sangre y controles y transfiriéndolos a los
respectivos pocillos de una placa de filtro.

- Se cortaron los discos que llevan las muestras del paciente,
transfiriéndolos a los pocillos de la placa de filtro.

- Con una pipeta se sirvieron 50ul de elucién tamponada diluida en cada
pocillo y agitando la placa.

- Se incubd la placa filtro durante 30 minutos a temperatura ambiente, en
un agitador de placas.

- Se cargd la seccidn inferior de distribuidor de vacio Milipore Multiscreen
con una placa limpia de microtitulacion, de fondo plano. (Placa de
Prueba)

- Se conect6 el distribuidor a una bomba de vacio y concluyo la elusion.

- Cuando el eluato se transfirio a la Placa de Prueba, se retird la placa de
prueba de la bomba de vacio.

- Se transfirid con pipeta 100 pl de reactivo enzimatico de trabajo a cada
pocillo.

- Se incubd la placa de prueba durante 30 minutos a temperatura
ambiente en un agitador de placas.

- Se agregd100 pl de reactivo colorante a cada pocillo.

- Se incubd la placa a temperatura ambiente en un agitador de placas, con

agitacion de 2 minutos.



- Se leyo la absorbancia de la placa a 570/690 nm de 2-5 minutos después
de la adicion de reactivo colorante.

- La concentracion de Galactosa Total se determind por medio de una

relacion

concentraciones con los valores estandar (curva control) y se tomo

como valido el ensayo si los controles de calidad guardaban correlacion

con la curva.

Concentraciones de los estandares para determinacion de Galactosa
total Método de ELISA

lineal, estableciéndose una curva de

TABLA 4

StA StB StC StD StE

0.0 4.6 10.5 20.4 53.4

mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl
TABLA S5

Concentraciones de controles de calidad para Galactosa Total Método
de ELISA
Qc1 Qc2
5-15 mg/dl 20-30 mg/dl

Tabla 6

Valores de Referencia para la Medicion de Galactosa Total en mancha
de sangre en Papel Filtro

Prueba

Valores de Referencia

Galactosa Total

0.0 —10.0 mg/d

Valores de referencia de la metodologia empleada en el estudio.

c. Hipotiroidismo Congénito




La TSH se cuantificd con el método inmunorradiométrico (IRMA).
- En cada tubo recubierto de anticuerpo monoclonal Anti-TSH 5404, se
colocd con la perforadora un circulo de papel filtro de 5 mm de didametro
impregnado con sangre (muestra). Este paso se incluyo la perforacion y
procesamiento de los controles de calidad y de los estandares:
- Se agregaron 250 pl de solucidon de Anticuerpo Anti-TSH unido a Yodo
125 (1:40) a cada tubo, agitando.
- Se cubrio el ensayo y se incubé 24 horas.
- Se decantd la solucién de Anticuerpo Anti-TSH unido a Yodo 125 vy
retirando cada

circulo con pinzas

Se lavo 2 veces cada tubo con 1.5 ml de solucidn de lavado.

Se decantd la solucion de lavado y dejando secar.

Se contd la actividad derivada de la radiaciéon gamma.
- La concentracion de TSH se determiné por medio de una relacion
logaritmica, estableciéndose una curva de concentraciones con los
valores estandar (curva control) y se tomd como valido el ensayo si los
controles de calidad guardaban correlacion con la curva.

- Las muestras que presentaron una concentracion superior a los 32
muUI/ml (punto de corte) se procesaron de nuevo y se confirmaron
por el método de quimioluminscencia, en suero, midiéndose TSH y T4

total.

Los célculos para establecer la curva control, se basaron en la relacién
del porcentaje obtenido de las cuentas por minuto de cada estandar
divididas entre las cuentas por minuto totales, menos el porcentaje de
enlace no especifico; versus la concentracién de cada estandar. Dicha
relacion se linealizd mediante la transformacion logaritmica de la
concentracion de la hormona versus el logit (ver anexo 2) de las cuentas

por minuto para cada muestra, segun los siguientes calculos:



Porcentaje de

Radiacion Beta
%e

En la unién TSH-Ac

(cuentas por minuto de cada muestra * 100%)

cuentas por minuto totales

%e : Porcentaje de enlace no especifico.

TABLA 7
Concentraciones de los estandares para TSH Método de RIA
StA StB StC StD StE StF StG
0 5 15 40 50 80 120
pdI/ml | pUI/ml | wUI/ml | pUI/ml | pUI/ ml | pUI/ ml | pUI/ ml
TABLA 8
Concentraciones de controles de calidad para TSH Método de RIA
Qc1l Qc2 Qc3
15-27 pUI / ml 29-44 UL / ml 68-85uUI / ml
Tabla 9

Valores de Referencia para la medicion de TSH en mancha de sangre
en Papel Filtro

Prueba Valores de Referencia
TSH > 37.0 pUI / ml

Valores de referencia de la metodologia empleada en el estudio.

Tabla 10
Rangos de Referencia par TSH y T4 Total

Prueba Rango de Referencia
T4 Total 4.5-12.0 ug/ dl
TSH Sérica 0.3-5.0mUI / ml

Datos del método por quimioluminiscencia, para Inmulite 2000.

F. DISENO DE INVESTIGACION




1. Muestra
Noventa niflos que asistieron a los 2 Centros de Cuidado Especial en la
Ciudad de Guatemala, durante el ciclo escolar 2004.
- Centro Experimental Psiquiatrico Pedagdgico.
- Centro de Educacion Especial “Alida Espana de Arana”
Que cumplan con los siguientes criterios:
-No presenten Sindrome de Down
-No hayan presentado paralisis cerebral al nacer

-Presenten algun tipo de retraso mental de leve, moderado a severo

2. Variables de interés
-Concentracidn en sangre de fenilalanina
-Concentracion en sangre de galactosa

-Concentracion en sangre de TSH

3. Analisis de resultados
-Deteccion de Fenilcetonuria
-Deteccién de galactosemia

-Deteccién de hipotiroidismo congénito

5.1. Estadistica Descriptiva:
-Frecuenciay % de casos positivos de fenilcetonuria en la muestra
-Frecuenciay % de casos positivos de galactosemia en la muestra
-Frecuenciay % de casos positivos de hipotiroidismo en la muestra
-Tablas y graficos
Segun la siguiente formula:

% de frecuencia: numero de casos detectados  * 100

numero de casos evaluados
VIII. RESULTADOS



A. Resultados Obtenidos en la Medicion de Fenilalanina para la
Deteccion de Fenilcetunuria.

Utilizando el método inmunoenzimatico colorimétrico de punto final
para la medicion de la concentracién fenilalanina, para la deteccion de
fenilcetunuria, se obtuvo 1 caso positivo para fenilcetunuria, lo que
corresponde a una frecuencia de 1.11% del total de 90 muestras recolectadas
en los dos centros de cuidado especial para nifios con retraso mental, se
confirmo el resultado por medio de dos repeticiones. En esta muestra se obtuvo
una concentracion de fenilalanina de 13.9 mg/dL. Encontrandose en un rango

muy superior al rango normal de fenilalanina.

Tabla 11
Frecuencias de errores genéticos del metabolismo
(n=90)
Enfermedad No. casos Porcentaje
encontrados
Fenilcetonuria 1 1.11
Hipotiroidismo 4 4.44
Galactosemia 0 0
Total 5 5.55

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente en nifios que asisten a dos centros de cuidados especiales.

Tabla 12

Determinaciones de Fenilalanina
Método de ELISA

( n=90)

No. determinaciones rango Media
89 0.0-5.0 mg/dL 0.34 mg/dL
0 5.0-10 mg/dL 0 mg/dL
1 10.0-15mg/dL 13.9 mg/dL

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente en nifios que asisten a dos centros de cuidados
especiales.

B. Resultados obtenidos en la medicion de TSH para la deteccion de
Hipotiroidismo Congénito.



Con el método inmunorradiométrico (IRMA) que esta basado en la
cuantificacién de la actividad de radiaciéon gamma, se detectaron 4 casos de las
90 muestras obtenidas en los 2 centros de cuidado especial para nifios con
retraso mental, estos 4 casos corresponden al 4.4% de frecuencia. Estos datos

se confirmaron con el método de quimioluminiscencia.

De los 4 casos detectados, 3 casos fueron sometidos a las pruebas de
confirmacion; se establecid que no correspondian a casos de hipotiroidismo
congénito por encontrarse en valores normales tanto de TSH y T4 total que
sirven como parametros junto a datos clinicos para el diagndstico de
Hipotiroidismo (ver tabla 13), siendo imposible confirmar 1 de los 4 casos, no

fue posible la obtencion de la muestra del nifio incluido en el estudio.

Tabla 13
Resultados de las pruebas de confirmacion de los casos positivos
para Hipotiroidismo

Numero de Caso TSH Sérica T4 Total
1 0.510 mUI / ml 3.75ug / di
2 0.77 mUI / ml 7.14ug / dl
3 2.18 mUI / ml 5.27ug / di

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente en nifios que obtuvieron resultados positivos en el

primer muestreo.
Inmulite 2000.

De los resultados de la determinacion de TSH,

la mayoria se

encontraron en el rango de 0.001- 5.0pUI/mL. Esto se debe a que el limite
inferior de deteccion para el método de RIA, es muy bajo, lo que permite
detectar concentraciones muy pequefas de la Hormona Estimulante de la

Tiroides (TSH), esto hace que la prueba presente una gran sensibilidad.



Tabla 14

Determinacion de TSH utilizando Papel Filtro
Método de RIA
(n =90
No. determinaciones Rango media
56 0.001- 5.0pUI/mL 1.00 pUI/mL
2 5.0-10.0 pUI/mL 9.26 puUI/mL
0 10.0-15.0 pUI/mL 0 pUI/mL
1 15.0-20.0 puI/mL 19.85 pUI/mL
15 20.0-25.0 puUI/mL 22.78 pUI/mL
10 25.0-30.0 pUI/mL 27.40 pUI/mL
3 30.0-35.0 puUI/mL 31.99 pUI/mL
3 35.0-40.0 pUI/mL 38.45 pUI/mL

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente en nifios que asisten a dos centros de cuidados

especiales.

C. Resultados obtenidos en la medicion de Galactosa Total para la

deteccion de Galactosemia.

La determinacion de galactosa total para la deteccién de galactosemia,
se realizd por un método inmunoenzimatico colorimétrico de punto final. No se

logré establecer ninglin caso de de las 90 muestras obtenidas de los 2 centros

de cuidado especial para nifos con retraso mental.

Tabla 15

Determinacion de Galactosa

Método de ELISA

(. n=90)
No. determinaciones Rango Media
88 0.0-1.0 mg/dL 0.06 mg/dL
1 1.0-2.0 mg/dL 1.35 mg/dL
0 2.0-3.0mg/dL 0 mg/dL
0 3.0-4.0mg/dL 0 mg/dL
1 4.0-5.0mg/dL 4.90 mg/dL

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente en nifios que asisten a dos centros de cuidados

especiales.

IX.

DISCUSION DE RESULTADOS



La fenilcetonuria es una enfermedad metabdlica que se caracteriza por
la incapacidad de convertir la fenilalanina en tirosina como déficit de la enzima
fenilalanin-hidroxilasa; los datos a nivel mundial reportan una incidencia de
1:10,000, 1:20,000, Costa Rica reporta 1:39,000 teniendo una cobertura de
95.1%. En Guatemala se desconocen datos epidemioldgicos que corroboren
estos valores teniendo en cuenta que actualmente se carece de esta prueba en
Programas de Tamizaje Neonatal. La fenilcetonuria produce un retraso
psicomotor y un deterioro intelectual irreversible para lo que se requiere un

diagnostico oportuno.

Las técnicas empleadas para la deteccidn de fenilcetunuria como el Test
de Gutrie, no se realiza de rutina en los laboratorios del pais, y esto hace que
muchos pacientes estén subdiagnosticados al no presentar rasgos

caracteristicos de la enfermedad.

El método empleado para la deteccion de fenilalanina en sangre, en el
presente estudio fue un Inmunoenzayo colorimétrico de punto final (BIO RAD®
), estos reactivos son utilizados en Colombia y Brasil, en programas de

Tamizaje Neonatal.

Como en la mayoria de los trabajos que existen a nivel mundial para
estudios de tamizaje se utiliz el método de deteccidn de fenilcetunuria a través
de la determinacion del valor de fenilalanina (12), tomando como valor de
referencia 0-4mg/dl, y el método de confirmacion recomendado es un ensayo
fluorométrico. Se tomd como caso positivo, aquel valor mayor al valor de
referencia para localizar a los nifios sospechosos de padecer la enfermedad sin
lograr confirmar los resultados obtenidos debido a que no hay disponible otro

método de deteccidn para fenilcetunuria en el pais.

El Unico caso de fenilcetunuria detectado en el estudio fue repetido en
2 ocasiones, utilizando la misma muestra, pero diferente mancha de sangre en

el papel filtro, en dias diferentes, presentando siempre valores muy por encima



de lo normal estableciendo asi, como positivo el caso de fenilcetunuria en un
nino de 6 anos de edad notificando a los padres para ser visto por un

endocrindlogo pediatra, para establecer diagndstico y tratamiento.

Tomando en cuenta que el nifio que padece la enfermedad es de raza
mestiza, como gran parte de la poblacién guatemalteca, sin tener su origen en
razas europeas donde la incidencia de la enfermedad es mayor, principalmente
de origen irlandés y del norte de Europa (10), se puede inferir que esta
patologia esta presente en el pais. Lo que nos indica la importancia de
establecer la prueba de fenilalanina en programas de Tamizaje Neonatal. Con el
fin de establecer la incidencia de la enfermedad en el pais, y mas importante
aun, detectar precozmente la enfermedad para evitar retraso mental en nifos,
o muerte prematura, como complicaciones posteriores en aquellos nifios que

presenten la enfermedad.

El hipotiroidismo congénito es una enfermedad que se caracteriza por la
incapacidad de la tiroides de producir hormonas (T3 y T4), y constituye el error
mas frecuente de metabolismo a nivel mundial de 1:3,500 a 1:4,000 recién
nacidos vivos (33,43) y en Guatemala con una incidencia de 1:2,500 (59), con
la consecuencia mas severa el retraso mental, y de no ser tratada a tiempo la
enfermedad, el retraso mental es irreversible, por lo cual el diagndstico precoz

constituye la clave para el tratamiento exitoso de la enfermedad.

El método empleado para la medicién de TSH fue radioinmunoensayo
(IRMA), el cual es el método diagndstico establecido en el programa de
Tamizaje Neonatal del Hospital San Juan de Dios, debido a su alta sensibilidad,
su bajo costo y a la produccién de los reactivos utilizados, por parte del
personal que labora en la Unidad de Medicina Nuclear de dicho hospital, el cual
es garantizado mediante Programas de Control de Calidad (Center of Diseases
Control —-CDC-) en Estados Unidos, y el Programa Deutsche Vereinte

Gesellschaft fir Klinsche Chemie und Laboatoriumsmedizin e.V de Alemania, vy



a nivel Latinoamericano en Programa de Calidad de Buenos Aires Argentina; el

método de confirmaciodn utilizado fue el de quimioluminiscencia.

Del total de muestras incluidas en el estudio (90) se les cuantificd la
concentracion de TSH, obteniéndose de éstas, cuatro casos presuntamente
positivos, de los cuales Unicamente fue posible confirmar tres de los cuatro
casos positivos, utilizandose otro método para la confirmacion
(quimioluminiscencia), de dénde las concentraciones de TSH y T4 total fueron
normales y en uno de los casos la concentracién de T4 Total esta disminuido
con relacién a los valores de referencia, aunque el valor obtenido de TSH para
esta misma muestra fue normal, lo que no concuerda con un hipotiroidismo
congénito como tal, en los que los valores de T4 Total estan bajos y de TSH
estan aumentados, pero puede tratarse de un Hipotiroidismo secundario o
adquirido durante la nifiez, en donde la deficiencia de TSH es parcial y la

produccién de hormonas tiroideas (T3 y T4) no es tan escasa (42).

Lamentablemente no se confirmd el Ultimo caso positivo de
hipotiroidismo por no localizar al nifio recluido en el centro de cuidado especial
quien fue trasladado a otro centro fuera de la capital, siendo imposible el

acceso al nino.

La galactosemia es otro error genético que se caracteriza por la
incapacidad del organismo de metabolizar la galactosa, un carbohidrato
presente en productos lacteos, por una deficiencia enzimatica; la galactosemia
es causante de varias complicaciones muy graves para la vida de las personas
que la padecen, que va desde ceguera, problemas cardiacos, ademas de
retraso mental (25). Por lo que se requiere un diagndstico oportuno para evitar
las complicaciones, la incidencia a nivel mundial es muy baja, que varia de
1:26,000 hasta a 1:667,000 en cualquiera de sus tres variantes (20), en
comparacion con otros desordenes metabdlicos como el hipotiroidismo

congénito.



En el estudio no se logré establecer algun caso de galactosemia con
una frecuencia de 0 %. Para establecer pues, la incidencia de galactosemia en
el pais es necesario implementar la prueba de galactosa total, en programas de
tamizaje neonatal en un periodo de tiempo de por lo menos un ano, tomando
en cuenta todas las muestras que sean tamizadas, que abarquen una poblacion
minima de 60,000 nifios segun reportes de incidencia en otros paises (21).

En muchos paises, principalmente en Europa y Estados Unidos de
Norteamérica, en donde poseen programas de tamizaje neonatal, y que
cuentan con las pruebas para la deteccion de fenilcetonuria y galactosemia en
el panel de pruebas, el método empleado es el de fluorescencia, obteniendo

buenos resultados, en cuanto a sensibilidad y reproductividad.

La metodologia empleada en el estudio, para la deteccién de
galactosemia y fenilcetonuria, (ensayo inmunoenzimatico colorimétrico de
punto final) tiene la ventaja de ser facil para su realizacidn, pues requiere poco
tiempo, a su vez se pueden manejar un volumen grande de muestras, y el
personal requerido es de solamente un individuo, necesitandose basicamente
una incubadora, un lector de absorbancia para la técnica de ELISA, y materiales
que en cualquier laboratorio clinico se pueden disponer, ventajas que hacen

viable la implementacion de estas pruebas en programas de Tamizaje Neonatal.

La metodologia empleada en el estudio para la deteccion de
Hipotiroidismo (ensayo inmunorradiométrico IRMA) presenta varias ventajas
como lo son: facilidad de aplicacién, bajo costo de los reactivos empleados,
manejo de un gran numero de muestras y la sencillez del proceso, teniendo la

desventaja de manejar sustancias radioactivas.

Para la obtencion de las muestras, en el procedimiento empleado, se
requirié realizar una puncidon venosa en el dorso de la mano del sujeto de
estudio, que en este caso se trataba de niflos de edades comprendidas entre
los siete a once afios, que padecen retraso mental, y en su mayoria

presentaron gran agresividad, necesitandose la intervencién de 2 personas para



obtener la muestra de sangre, (4 a 5 gotas de sangre colocadas en un papel

filtro Schlicher & Schuell 903) para su posterior analisis.

La diferencia de la toma de muestra de sangre para el presente estudio
y la toma de muestra en programas de tamizaje neonatal radica en que: en los
programas de Tamizaje neonatal el sitio de la puncidn es el talon del pie del
neonato, utilizando una lanceta adecuada para evitar lastimar el area de
puncién, asimismo que el manejo del paciente es mucho mas sencillo por
tratarse de un neonato de 24 a 72 horas de haber nacido, necesitandose una
persona calificada, ya sea un médico pediatra o una enfermera para el manejo
de muestra, mientras que en este estudio se dificulta la toma de muestra por:
el area de puncion, (dorso de la mano), edad del paciente (7 a 11 afos de
edad) y el estado mental del paciente (retraso mental leve, moderado a
severo), quién puede presentar agresividad al momento de tomar la muestra de
sangre.

Una vez tomada la muestra de sangre, ya sea para un programa de
tamizaje neonatal o para un estudio como el presente, la estabilidad de la
muestra es bastante grande, ya que para procesarla es necesario Unicamente
dejar secar las gotas de sangre en el papel filtro Schlicher & Schuell 903, al
menos durante cuatro horas a temperatura ambiente en un lugar fresco libre de
humedad; si no se va a procesar inmediatamente se puede almacenar en un
sobre de papel a temperatura ambiente hasta por cuatro meses, y si se
prolonga el tiempo para procesar la muestra, se puede refrigerar ( de 4 a 8
grados centigrados) hasta por un maximo de un afio obteniendo resultados

satisfactorios al momento del procesamiento de las muestras.

Otra ventaja de la estabilidad de la muestra es que al enviarla a un
centro de acopio, se puede realizar incluso por algun medio de correo, ventaja
que hace posible el envio de muestras de todo el pais a un centro de
procesamiento, en el caso de un Programa de Tamizaje Neonatal a nivel

nacional.



Para la fenilcetonuria, los tratamientos se basan principalmente, en la
supresion de la dieta de aquellos alimentos que contengan grandes cantidades
de fenilalanina, desde el primer mes de vida para evitar dafo neuroldgico y
complicaciones propias de la enfermedad. Por lo que la intervencion a tiempo
en programas de Tamizaje Neonatal puede garantizar la recuperacion completa
de los nifos que lo padezcan, aunque en Guatemala se carece de férmulas
alimenticias especiales, para aquellos pacientes que padecen la enfermedad,
Unicamente se puede proporcionar una dieta con alimentos que se contengan
bajas cantidades de fenilalanina. A su vez, en aquellos nifios no diagnosticados
a tiempo, que presenten un retraso mental irreversible, se puede mejorar su
calidad de vida si son detectados. Al igual que en el caso de fenilcetonuria, en
la galactosemia, una rapida intervencion puede evitar la triada de esta
enfermedad (ceguera, cirrosis y retraso mental) en neonatos que sean incluidos

en Programas de Tamizaje Neonatal.



X. CONCLUSIONES

La frecuencia de fenilcetonuria en nifios con retraso mental fue de
1.11%, lo que permite establecer una relacidon entre la fenilcetonuria y

el retraso mental en la poblacion estudiada.

La frecuencia de hipotiroidismo congénito transitorio fue de 4.4% en
nifos con retraso mental, que de haberse diagnosticado oportunamente,
pudo evitarse el desarrollo del retraso mental en estos pacientes.

Derivando de ello la importancia de tamizar a toda la poblacion.

No se detectd ningln caso de galactosemia por lo que la galactosemia,
como error congénito del metabolismo, no se relaciond directamente
como causa de retraso mental en la poblacion estudiada, obteniéndose
una frecuencia de 0%, dada también a la baja incidencia a nivel

mundial, ya que es ligada a distintas razas ausentes en el pais.

La carencia de pruebas que detecten errores innatos de metabolismo en
Programas de Tamizaje Neonatal no permiten establecer un diagndstico
certero en niflos que presenten retraso mental, ya sea para su

prevencidn o para evitar complicaciones propias de cada enfermedad.

Es necesario implementar otras pruebas de tamizaje de errores innatos
de metabolismo, ademas de TSH neonatal en el Programa de Tamizaje
Neonatal existente en el pais, asi como ampliar la cobertura a nivel

nacional.

La importancia de prevenir errores innatos del metabolismo se enfoca

no sblo en el nimero de casos diagnosticados sino en las complicaciones



de la enfermedad, ya que aun la incidencia no es tan alta como otras
patologias frecuentes en el pais, tomando en cuenta que las
repercusiones metabdlicas pueden conducir a la muerte prematura o

retraso mental grave e irreversible.

El diagndstico oportuno de las enfermedades tamizadas, pudo evitar el
retraso mental y complicaciones propias de dichas enfermedades, en

cinco ninos incluidos en el estudio.



XI. RECOMENDACIONES

. Realizar estudios de frecuencia, incidencia de fenilcetunuria en
programas de tamizaje neonatal para la obtencion de datos
epidemioldgicos de dicha patologia en un periodo de tiempo establecido

en Guatemala.

. Realizar estudios de frecuencia, incidencia de galactosemia en programas
de tamizaje neonatal para la obtencion de datos epidemioldgicos de

dicha patologia en un periodo de tiempo establecido en Guatemala.

. Establecer la incidencia de hipotiroidismo congénito en los Programas de
Tamizaje Neonatal existentes en el pais, asi como extender la cobertura

de los Programas de Tamizaje Neonatal.

. Realizar estudios similares a éste, evaluando otras enfermedades o
errores de metabolismo que pudieran afectar a la poblacion
guatemalteca tomando en cuenta la incidencia de estas enfermedades
en distintas poblaciones de la region, especificamente México y

Centroamérica.

. Incrementar pruebas que detecten desordenes genéticos en Programas
de Tamizaje Neonatal, asi como en nifios afectados con retraso mental
que no este diagnosticada la causa de dicho retraso mental para evitar
complicaciones principalmente, la prueba de fenilalanina para la

deteccidén de fenilcetonuria, y otras.

. Establecer un protocolo de tratamiento dietético para pacientes

afectados con fenilcetonuria y galactosemia, en el que intervengan



nutricionistas y endocrindlogos a fin de procurar el mejoramiento en la

calidad de vida de los pacientes afectados.

Establecer lineas de seguimiento de aquellos pacientes afectados con
algun error de metabolismo, para evaluar la efectividad del tratamiento
revisando periddicamente, el desarrollo mental y fisico de los pacientes

ya diagnosticados.
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XIII. ANEXOS

ANEXO 1

Resultados de la determinacitn de tres errores del metabolismo

M. Muestra | Fenilalaning | TSH | Galactosa |
T O gl TN 1R IRy T U
2 .29 mgidl 22,70 ylLimil 0000 magdl
3 0.01 mgidL 26.03 yULiml 0000 migal
q 0.47 mgidL 21.69 ulLimlL 0000 magdl
5 1.45 mgidlL 24.84 yllimlL 0000 migal
b 209 mgidl 27.94 ulLiml 0000 magdl
7 1.0 magidlL 22.57 uUlimL 0000 mig/al
H 2.80 mgidL 2H.12 ylliml 0000 migal
9 2.07 mgidL 22.3% ulLimL 092 mgdl
b} 1B mgidlL 953 pUliml® | 0000 meg/dl
11 .18 mgidlL 29.90 ylLimL O mgdl
12 1.0 mgidL 22.92 ullimlL 0000 migal
13 0.92 mgidL 22.42 yUlimL 0000 mial
14 0.00 megidl 25,88 ulLiml 0000 magdl
15 0.00 megidL 3071 wllimil 0000 migal
14 0.5H mgidlL 2066 uULimL 0000 magdl
17 0.00 megidL 022 pUliml® | 0000 me/dl
14 0.00 megidl 19.8% ulLimlL 030 magdl
19 0.00 mgidL 22. 73 ullimiL 0000 mig/al
20 0.00 megidL 2335 ylliml 0000 migal
21 0.00 megidl 23,63 ulLimlL 0000 magdl
k] 0.70 mgidL 29.02 ulLimlL 0000 migal
23 0.00 megidl 2141 yULimL 092 mgdl
24 0.00 megidL 31.20 ylLiml 0000 migal
25 0.00 mgidL 20,27 ullimL 05 miyal
2h 0.00 megidl 22,20 yULiml 4.90 mg/dl
27 0.00 megidL 22.13 ulliml 032 mifal
| 0.00 megidl 25.96 ulLimL 135 mg/dl
24 0.00 megidL 26.60 yuULimL 0000 migal
an 0.36 mgidlL 22,43 ylLiml 0000 magdl
il 0.00 mgidL 27.90 ylLimL 030 mo/dl
2 0.00 megidL 3406 pUlimle | 0000 meg/dl
i3 1.97 mgidlL D.HE uULiml 0000 magdl
kL] 0.0 megidl 0.83 ylLiml 0000 migal
35 0.69 mgidlL D.HE uULiml 0000 magdl
36 0.19 mgidL 0.83 ylLiml 0000 migal
EF) 0.0 mgidl 083 yULiml 0000 mial
34 0.0 meydl D.HE uULiml 0000 magdl
k] 0.0 megidl 2.7 ylLiml 0000 migal
i 0.69 mgidlL D.HE uULiml 0000 magdl
q1 0.19 mgidL 0.83 ylLiml 0000 migal
a2 0.0 meydl D.HE uULiml 0000 magdl
LE] 0.0 megidl 0.83 plliml 0000 mig/al
LL] 0.0 megidl 0.83 ylLiml 0000 migal
15 0.0 meydl D.HE uULiml 0000 magdl
15 0.0 megidl 0.83 ylLiml 0000 migal
a7 0.0 meydl D.HE uULiml 0000 mag dl
L] 0.0 megidl 0.83 ylLiml 0000 migyal

a3 0.0 migydL 280 pulmL 0.00 mgidL

50 0.0 mgidL (.88 ulliml 0.00 mgdl
51 0.0 mgidL (.88 ulLiml 0.00 mgfal
52 0.0 mgidL 0LBE uULimL 000 migdl
53 0.0 mgidL (.88 ulLiml 0.00 mgfal
54 0.0 mgidL 0LBE uULimL 000 migdl
55 0.0 mgidL (.88 ulLiml 0.00 mgfal
56 0.0 mgidl (.88 uULiml 0.00 mgfal
57 0.0 mgidL 0LBE uULimL 000 migdl
5H 0.0 mgidL (.88 ulLiml 0.00 mgfal
59 0.0 mgidL 0LBE uULimL 000 migdl
&l 0.0 mgidL (.88 ulLiml 0.00 mgfal
Bl 1.0 meyidL 0LBE uULimL 000 migdl
b2 0.0 mgidL (.88 ulliml 0.00 mgdl
b3 3.59magudlL (.88 ulLiml 0.00 mgfal
B4 0.0 mgidL 0LBE uULimL 000 migdl
UH] 0.0 mgidL (.88 ulLiml 0.00 mgfal
EBb 0.0 mgidL 0LBE uULimL 000 migdl
&7 D0.E4AmgidlL (.88 ulLiml 0.00 mgfal
b 0.0 mgidl (.88 uULiml 0.00 mgfal
B9 0.0 mgidL 0LBE uULimL 000 migdl
bl 0.0 mgidL (.88 ulLiml 0.00 mgfal
71 0.0 mgidL 0LBE uULimL 000 migdl
i 0.0 mgidL (.88 ulLiml 0.00 mgfal
k| 0.0 mgidL 0LBE uULimL 000 migdl
| 0.0 mgidL LAT ulliml 0.00 mgdl
b 0.0 mgidL (.88 ulLiml 0.00 mgfal
70 0.0 mgidL 173 uliiml 000 migdl
7 0.0 mgidL (.88 ulLiml 0.00 mgfal
7 0.0 mgidL L1323 uUiiml 000 migdl
b 0.19mgidl L.78 ulliml 0.00 mgfal
Bl 0.0 mgidl (.88 uULiml 0.7 mdl
a1 13.5 mgidLe 0LBE uULimL 000 migdl
b2 0.0 mgidL (.88 ulLiml 0.00 mgfal
LE| 0.0 mgidL 0LBE uULimL 0.00 migdl|
B4 0.0 mgidL (.88 ulLiml 0.00 mgfal
B 0.0 mgidL 0LBE uULimL 000 migdl
BE 0.0 mgidL (.88 ulliml 0.00 mgdl
H7 0.0 mgidL (.88 ulLiml 0.00 mgfal
BH 0.0 mgidL 9,62 uULimL 000 migdl
LE] 0.0 mgidL L.ES ulLiml 0.00 mgfal
an 0.0 megidl 0.HE ulLimL 0.00 mg/dl

Datns axtenidos exoerimentalmente & nifos que asisten 3 das cen
culdsds especial. (0 = 90)
* Casos poshives para cads emor de metabolismo.
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