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1. Resumen

Algunas anormalidades en las caracterfsticas bioquimicas del l{quido
cefalorraqufdeo (LCR) se asocian con frecuencia a enfermedades
metabdélicas hereditarias cerebrales, especialmente en lo que se refiere
a la concentracién de amino4cidos. Hamosh et al reportan que el
cociente de Gli LCR/Gli suero se encuentra por arriba de 0.09 en
pacientes con hiperglicinemia no cetdsica, pero no hay informacién
sobre la especificidad diagndstica de este resultado. Por ello decidimos
determinar los niveles de glicina en LCR y suero por cromatografia de
liquidos de alta resolucién (CLAR). Enel presente estudio se analiz6 la
concentracién de glicina en LCR y suero asf como los cocientes
correspondientes de una muestra de 36 nifios mexicanos del Instituto
Nacional de Pediatrfa (INP) que por diversas indicaciones médicas
fueron sometidos a puncién lumbar. Estos pacientes se dividieron en
dos grupos: nifios con crisis convulsivas y sin crisis convulsivas. En
este estudio pudimos observar que en el LCR de los pacientes con
neuroinfeccién y crisis convulsivas, ademds de las alteraciones ya
conocidas, como aumento de protefnas y de la celularidad, también
pueden presentar aumento en la concentracién de glicina, y que
alteraciones como éstas pueden llevar a un cociente anormal y no
necesariamente ser diagnéstico de hiperglicinemia no cetésica
(HGNC).



2. Marco teérico
A, Caracterfsticas bioquimicas de la glicina

La glicina es el mds pequefio de los aminodcidos, contiene 2 4tomos de
carbono, un grupo amino y un grupo carboxilo, se forma a partir del
diéxido de carbono y del amoniaco por la accién de la glicina sintetasa,
enzima dependiente del fosfato de piridoxal. Es un aminodcido no
esencial, es decir puede ser sintetizado en el organismo. El consumo
promedio de glicina en los adultos es de 3 a 5 gramos al dfa'.

El metabolismo de la glicina (Fig. 1) se encuentra relacionado
principalmente con procesos de sintesis de gran variedad de moléculas
y juega un papel importante en la formacién de la mayorfa de las
protefnas animales tales como la coldgena, facilitando la estructura
helicoidal de la misma en la que se encuentra en altas concentraciones.
Aproximadamente 50% de la glicina ingerida por la dietase usaenla
sintesis de proteinas, cerca del 10% se encuentra en el cuerpo como
nitrégeno no protéico, 40% se excreta directamente en la orinay 2 a 3%
se excreta en las heces?, La glicina también juega un papel 1mportante
en la sintesis de purinas.

Fig. )
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La glicina posee dos rutas de degradacién. Una es mediante su
conversién a serina por laadicién enzimética del grupo hidroximetil
(Fig.2). Esta reacci6n es catalizada por la serina hidroximetil
transferasa, que requiere dos coenzimas, tetrahidrofolato y fosfato de
piridoxal. La segunda ruta de degradacién, involucra una ruptura
oxidativa a CO,, NH,+ y un grupo metileno (Fig. 2). Esta reaccién
facilmente reversible es catalizada por un complejo enzimatico de
cuatro protefnas localizadas dentro de la membrana mitocondrial del
higado, rifi6n, cerebro y placenta; protefna P (fosfato de piridoxal),
Protefna H (una dcido lipolftico), protefna T ( un tetrahidrofolato) y
proteina L (lipoamida deshidrogenasa) denominado sistema de
ruptura de glicina (GCS siglas en inglés). En esta ruta de degradacién
oxidativa los dos &omos de carbono de la glicina no entran al ciclo del
4cido cftrico. Uno se pierde como CO, y el otro es el metileno del
grupo N°,N'"-metilentetrahidrofolato?.
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Fig 2. Rutas catabolicas de 1a glicina,
Tomado de: Lehninger, 1993,

En la ruptura de la glicina la protefna Py la protefna H contribuyen a
la etapa inicial de descarboxilacién. La glicina forma una base de Schiff

con el fosfato de piridoxal de la proteina P, el disulfito de la protefna H
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se combina con este complejo libera CO, del grupo carboxilo de la
glicina. Este paso est4 acoplado con la reduccién del grupo disulfito de
la proteina Hy la uni6n inmediatamente al a-carbén de la glicina para
formar un enlace S-C sin la pérdida del 4tomo de hidrégeno contiguo
al a-carbono. Este intermediario es entonces descompuesto por la
proteina T en presencia de THF (tetrahidrofolato) para producir
metilen-THF y amonio. El dithiol de la proteina H es reoxidado a
disulfito por la protefna L y NAD* (Fig. 3)*.

HOOCCH,NH,+ THF + NAD+ ——— N%,N"-CH2-THF + NH, + CO, + NADH

Fig. 3. Reaccidn catalizada por el GCS.

B. Funcion neuroquimica de la glicina

En la transmisi6n sindptica en el cerebro participan varios
aminodcidos como el glutamato, dcido gamma aminobutirico y glicina
como neurotransmisores. Evidencias recientes sugieren que la glicina
juega un importante papel en la neurotransmisi6n, siendo
predominantemente inhibitoria en la médula espinal y excitatoriaen la
corteza cerebral y otras regiones del encéfalo®®’,

La glicina actia en neuroreceptores especificos. Se ha postulado que la
inhibicion crénica de la glicina a nivel cerebral causa una excitacion
neuronal excesiva como resultado de la disminucion del control
inhibitorio y un aumento en el niimero de receptores de glicina,® la
droga estricnina, un antagonista especifico del receptor de inhibicion
de la glicina, ha sido usado para marcar receptores en el sistema
nervioso central de animales y humanos®. Se ha medido la unién de la
estricnina marcada en Ja membrana sindptica y se encontrd que el
niimero de receptores sindpticos de glicina y la actividad de



desdoblamiento de la glicina tiene un desarrollo paralelo durante el
periodo postnatal en ratas. Esto sugiere un posible papel de la enzima
de desdoblamiento en la sinapsis glicinérgica, tal vez regulando las
concentraciones de la glicina®,

Se ha postulado que altas concentraciones de glicina pueden inducir
una funcién anormal de sinapsis glicinérgica interfiriendo con los
procesos de estabilizacién. Mediante estudios electrofisiolégicos en
cultivos de médula espinal de rat6n se mostrd una respuesta inhibitoria
a glicina, Cuando se estudiaron neuronas en presencia de glicina el
efecto que se encontrd fue una disminucién en la inhibicién de glicina.
Este efecto en la disminucién de la inhibicién de glicina podrfa explicar
como niveles excesivos de glicina en flufdos extracelulares en el
sistema nervioso central de pacientes con hiperglicinemia no cetésica
(HGNC) causan una hiperexcitabilidad, caracterfsticas y cambios en el
tono muscular. En modelos experimentales de hiperglicinemia se ha
observado que niveles altos de glicina en el sistema nervioso central
inducen una hiperactividad del sistema de neurotransmisién de la
glicina.

La funcién de la glicina como principal transmisor inhibitorio en la
médula espinal y la base del cerebro puede aumentar en HGNC,
produciendo hipertonfa, supresién de respiracién, oftalmoplejia
intermitente e hipotonia®

C. Causas de hiperglicinemia

Algunas enfermedades, especialmente de tipo neurolégico, se asocian
con hiperglicinemia e hiperglicinuria (Cuadro 1). Esto es importante

para poder efectuar un diagnéstico diferencial y una terapia correctas.
En 1961 se describid al primer paciente con hiperglicinemia cetdsica a

quién mds tarde se demostrd que tenfa acidemia propidnica, el paciente
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presentaba acidosis metabdlica, cetosis, neutropenia intermitente,
trombocitopenia y retraso mental. Otras enfermedades que presentan
caracterfsticas similares son: la acidemia metilmalénica, acidemia
isovalérica, y deficiencia de B8-cetotiolasa. Pacientes con algunas
acidemias orgénicas debido a defectos en las rutas metabélicas de los
amino4cidos desarrollan hiperglicinemia como un proceso secundario.
Los 4cidos orgénicos interfieren con el sistema de desdoblamiento de
la glicina en el higado. El contenido de glicina en LCR y cerebro son
normales en estas enfermedades lo cual es distinguible de los
pacientes con HGNC, Por otro lado, una de las causas mds comunes de
hiperglicinuria es la administracién del anticonvulsionante valproato
(dipropil acetato de sodio). El valproato reduce e! sistema de
desdoblamiento de glicina, presumiblemente por interferencia con la
sintesis de enzimas, El diagndstico de HGNC no puede ser establecido
cuando se tiene una terapia de valproato''2, i

La excrecién urinaria de glicina estd incrementada en nifios recién ‘
‘nacidos y particularmente en nifios prematuros porque su sistema de
transporte renal de glicina aiin no est totalmente desarrollado. La
glicina urinaria también estd elevada en 'pacientes con iminoglicinuria
familiar e hiperprolinemia tipo Iy II.

La actividad de la serina hidroximetilasa y la serina deshidratasa se
encuentran normales en higado de pacientes hiperglicinémicos,
contrariamente al sistema de degradacién de la glicina el cual se
encontr6é marcadamente disminufdo en el higado de pacientes con
hiperglicinemia. Se encontré después un defecto en el sistema de
degradacion de la glicina en el higado de pacientes con HGNC",

Para establecer el diagndstico de HGNC es esencial determinar
aminodcidos en suero asf como en LCR y calcular el cociente LCR/
suero asf como analizar los 4cidos orgénicos urinarios por medio de
cromatograffa de gases acoplada a espectrometrfa de masas.



Hiperglicinemia

No cetdsica
Hiperglicinemia no cetdsica
Terapia con Valproato
Acidemia D-glicérica

Cetdsica )
Acidemia metil maldnica
Acidemia propi6nica
Acidemia Isovalérica
Deficiencla de B-cetotiolasa

Hiperglicinuria
Benigna (sistema de reabsorclén de glicina inmaduro)
Iminoglicinuria famlllér
Hiperprelinemia tipo ! {iminoglicinuria)
Hiperprolinemia tipo li {iminoglicinuria)
Hlperpmllnerﬁla no cetésica

Cuadro 1. Diagnéstico diferencial de hipergiicinemia.

D. Tipos de hiperglicinemia no cetésica.

As{ como otros errores innatos del metabolismo, la hiperglicinemia no
cet6sica tiene un amplio espectro de fenotipos clinicos. Han sido
descritos tres fenotipos diferentes: neonatal, de comienzo tardfo y
transitoria.

Hiperglicinemia no cetdsica neonatal

La mayorfa de los casos caen dentro de este fenotipo. Los pacientes
desarrollan letargia, hipotonfa profunda y se rehusan a comer. Los
estudios de rutina de laboratorio de niftos con HGNC son




marcadamente normales, aunque producen severas anormalidades
neuroldgicas. Los pardmetros hematoldgicos son normales, no tienen
anemia, leucopenia o trombocitopenia. Los niveles de electrélitos son
normales sin evidencia de acidosis metab6lica. Los &cidos orgénicos
urinarios son normales. La anormalidad consiste en la elevacion de la
concentracién de glicina en orina, plasma y liquido cefalorraquideo. Se
han reportado dos casos los cuales presentan una acidosis metabdlica
importante como la que se observa en acidemia metilmalénica o
acidemia propiénica, pero los 4cidos orgdnicos urinarios son
normales'*,

La concentracién de glicina en plasma en pacientes con HGNC estén
elevados de 1 a 4 veces por arriba de los valores normales. La concen-
tracion de glicina en orina es usualmente alta aunque es diffcil su
interpretacién porque usualmente la hiperglicinuria es caracteristica
de los recién nacidos; por esta razén esta determinacién no es diagn6s-
tica en los pacientes con HGNC. Las concentraciones en liquido cefalo-
rraqufdeo estdn elevadas de 15 a 30 veces de lo normal, mucho mayor
que la concentracién de glicina en suero, de aquf que los valores de la
relacién Gli LCR/Gli suero sean altos. Un valor >0.09 en la relacién
GlLCR/Gli suero es considerado como diagnéstico de HGNC. Un
diagnéstico definitivo se puede establecer determinando el sistema de
degradacién de la glicina pero se requiere de una biopsia de higade lo
cual no es muy factible en un neonato'6171¢

Hiperglicinemia no cetdsica de inicio tardio

En estos pacientes, la relacién LCR/suero es elevada pero no presentan
enfermedad en el perfodo neonatal, sino en edades posteriores. Suelen
tener un desarrollo normal hasta los 6 meses de edad'®*?, Estos
pacientes son similares a aquellos con HGNC neonatal, pero no
presentan apnea profunda e hipotonfa que son caracterfsticas de la
HGNC neonatal, y suelen sobrevivir, ademds, el retraso mental es
menos grave®?!,



Hiperglicinemia no cetdsica transitoria

Estos pacientes son clinicamente indistinguibles de los pacientes con
HGNC neonatal pues la relacién Gli LCR/Gli suero es elevada, dentro
de las 2 a 8 semanas de vida estos niveles vuelven a su nivel normal,
La etiologfa de lIa HGNC transitoria se puede relacionar a que no ha
madurado completamente el sistema de degradaci6n de la glicina en el
higado y el cerebro®»,

E.Caracteristicas bioquimicas de la hiperglicinemia no cetdsica

El metabolismo de la glicina en el sistema nervioso central depende de
la actividad del sistema de degradacién de glicina. Parece que hay una
correlacion entre la concentracién de glicina del LCR y el fenotipo
clinico, entre més alto sea la concentracién de glicina en LCR es més
severa la enfermedad. Existe una fuerte correlaci6n entre el cociente
Gli LCR/Gli suero. Un cociente normal consiste en un valor menor a
0.02, pacientes con HGNC atfpica tienen un cociente Gli LCR/Gli
suero alrededor de 0.09%%, (Tabla 2)

Hasta el momento se desconoce la ubicacién cromosémica del defecto,
sin embargo se sabe que se encuentra a nivel del sistema degradador o
de ruptura de la glicina, ya demostrado por Tada?, Este sistema enzi-
mitico de la glicina estd formado por cuatro protefnas denominadas P,
H, Ty L. Se ha observado que la mayorfa de los casos de hiperglicine-
mia no cetdsica corresponden a defectos en la protefna P.

Recién nacidos HGNC Neonatal HGNC Atipica
Plasma 56-308° 920-1827° 447-793°
LCR 2,9-10.4* 83.280°* 42.72¢
LCR/Suero 0.012-0.040°* 0.09-0.25°° 0.094-0,097°

Tabla 2 Concentraciones de glicina en suero y lfquido cefalorraquideo (M)
* Dato tomado de Hayasaka et al.
** Dato tomado de Tada y Hayasaka.



F. Particularidades del liquido cefalorraquideo

El lfquido cefalorraquideo es un flufdo que circula en el espacio
subaracnoideo y posee importantes funciones entre las cuales est4 el
proteger al cerebro y 1a médula espinal de lesiones, asf como
transportar productos de secrecién nerviosa, biosintesis y metabolismo
celulares.

El liquido cefalorraquideo llena los ventriculos y el espacio
subaracnoideo del cerebro y médula espinal. En el hombre su voliimen
es aproximadamente 140 ml y se secreta a una velocidad de 0.5 ml por
minuto. El recambio de este flu{do es muy alto, calculsndose que en un
dfa cambia 4 6 5 veces. La presion del liquido cefalorraquideo es
menor de 110 mmH,0 en los recién nacidos y menor de 200 mmH,O en
lactantes y nifios mayores®,

El l{quido cefalorraquideo se forma por la secrecién coroidea y por
grandes cantidades de agua y sustancias disueltas que llegan por
medio del mecanismo de 6smosis. Asf mismo hay difusién contfnua
entre el Ifquido cefalorraqufdeo y la sustancia cerebral debido a que
existen grandes superficies de contacto por debajo del epéndimo y de
la difusi6n a partir de los vasos sanguineos de las meninges.

Es debido a estos dos mecanismos, difusion y filtracién, que las
caracterfsticas de este liquido son semejantes a las del liquido
extracelular del cerebro y su composicion es representativa del tipo e
intensidad del metabolismo que es llevado a cabo a nivel cerebral®.

G. Crisis convulsivas

Las crisis convulsivas son eventos de frecuente presentacién en la edad

pedidtrica. Se estima que ocurren de 4 a 6 casos por cada 1000 nifios.
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Son manifestaciones de procesos subyacentes que afectan al sistema
nervioso central y que requieren de una investigacién exhaustiva, sin
embargo en la mayor parte de los casos no puede determinarse la
etiologfa de las crisis, Existe una gran variedad de tipos de crisis
convulsivas y se han clasificado principalmente en generalizadas y
parciales. Las generalizadas se dividen a su vez en ténicas, cl6nicas,
toniclénicas, ausencias, atonicas y espasmos, Las crisis convulsivas
parciales se dividen en simples y complejas. Las caracterfsticas de las
crisis convulsivas son importantes y hay que tomar en cuenta para la
orientacién diagndstica todos los factores asociados por ejemplo: la
duracion, los factores desencadenantes, la presencia de aurea, de
perfodo postical, anomalfas en el desarrollo psicomotor y antecedentes
heredofamiliares® 2, En la edad neonatal las caracteristicas son
diferentes debido a la inmadurez a nivel del sistema nervioso central y
suelen presentarse bajo la forma de chupeteo, parpadeo y apneas.
Existen una amplia gama de causas que conducen a crisis convulsivas
y no hay que perder de vista la posibilidad de una enfermedad
metabélica como probable etiologfa, sobre todo en pacientes que
convulsionan sin causa aparente o después de haber descartado las
causas més frecuentes para las edades, como son fiebre, traumatismos,
procesos infecciosos del sistema nervioso central, hipoxia, alteraciones
metabélicas de glucosa, sodio, potasio, bilirrubinas, calcio y magnesio.
Los errores innatos del metabolismo de los amino4cidos tales como
fenilcetonuria, la enfermedad de orina de jarabe de maple, la
hiperglicinemia y las acidemias orgénicas se pueden manifestar como
crisis convulsivas neonatales, generalmente desde el segundo dfa de
vida®,

H. Fundamentos cromatogréficos y anélisis de aminodcidos®* 52637

La cromatograffa es una técnica que abarca un grupo variado e
importante de métodos que permiten separar, aislar, identificar y



cuantificar componentes presentes en mezclas provenientes de
diferentes matrices. Todos los sistemas cromatograficos constan de una
fase movil que fluye a través de una fase estacionaria. Los
componentes de la muestra sufren un equilibrio de distribucién entre
dichas fases y este equilibrio determina la velocidad con la que los
componentes migran a través del sistema. La fase estacionaria puede
ser un liquido inmovilizado en un soporte inerte o un sélido, mientras
que la fase mévil puede ser un gas y por esto, esta técnica se denomina
cromatograffa de gases, o un lfquido y de aquf, es llamada
cromatograffa de liquidos. Las fuerzas f{sicas y qufmicas que actian
entre el soluto y las dos fases son responsables de la retencion del
soluto, la diferencia de magnitud de estas fuerzas determina la
resolucién y por lo tanto la separacién de cada soluto.

La cromatograffa de l{quidos permite el andlisis de compuestos
lfquidos y s6lidos de muy variada naturaleza: organicos e inorgdnicos,
iénicos y covalentes, no esta limitada por la volatilidad de la muestra
ni por su estabilidad térmica (como es el caso de la cromatograffa de
gases) por lo que resulta idénea para la separacién de macromoléculas
y especies de interés biomédico, productos de naturaleza l4bil y una
amplia variedad de otros compuestos de alto peso molecular y/o
menos estables entre los que se encuentran proteinas, dcidos nucléicos,
aminodcidos, polisacdridos, algunos formacos, vitaminas, etc.

El anélisis de aminodcidos ha asumid o un papel central en muchos
campos de la investigacion cientifica durante las pasadas tres décadas
y virtualmente todas las técnicas cromatogréficas han sido empleadas
para este prop6sito. La habilidad de la cromatografia liquida de alta
resolucion de separar rdpidamente mezclas de matrices complejas,
ofrece una tecnologfa que puede adaptarse al andlisis de aminodcidos.
Debido a que existe un gran niimero de posibles aplicaciones del
andlisis de aminodcidos, es claro que no todas las técnicas

cromatograficas disponibles se pueden ajustar a todas las demandas.
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Cualquiera que pueda elegirse, exhibe particulares ventajas y
desventajas.

Los fluidos biol6gicos como la orina, sangre y LCR contienen una
variedad de amino4cidos, una vez resuelto, el perfil de aminodcidos
provee informaci6n clfnica del estado metabélico del individuo,
errores innatos del metabolismo de aminodcidos han sido
diagnosticados mediante la obtencién de estos perfiles.



3. Planteamiento del problema

En el Instituto Nacional de Pediatrfa (INP) de la Secretaria de Salud
(5S) al LCR se le realizan en forma rutinaria exdmenes citoquimicos y
cultivos bacteriol6gicos pero no cuantificacién de aminodcidos. Se sabe
que en diversos padecimientos neurol6gicos la concentracién de éstos
se ve modificada, por ejemplo, existen algunos factores que elevan la
concentracién de glicina en LCR, tales como enfermedades de tipo
genético (como hiperglicimenia no cetécica), el uso de
anticonvulsionantes como el 4cido valproico,'** pero ignoramos que
efecto pueden tener sobre la misma eventos neurolégicos como crisis
convulsivas o neuroinfecciones.

En la UGN se realizan determinaciones de aminodcidos en fluidos
biolégicos mediante CLAR desde 1990 y ha llamado especialmente 1a
atencion el comportamiento que en algunas ocasiones se ha observado
con respecto a la concentraci6n de glicina, principalmente en LCR la
cual suele estar elevada, Sin embargo, los niveles que consideramos
como normales, son los que se encuentran descritos en la literatura y
todos se refieren a poblaciones extranjeras, no existe reporte de valores
de glicina ni de ninguin otro amino4cido referidos a la poblacion
mexicana de nifios sanos ni en aquellos que padezcan problemas que
involucren el sistema nervioso central.

El motivo principal por el cual se realiza cuantificacién de glicina en
LCR es por sospecha de HGNC, puesto que existe un cociente que es
caracterfstico de dicha enfermedad, pero no hay informacién sobre la
especificidad diagn6stica de este resultado.

La interpretacién inadecuada o incorrecta de los niveles de glicina en
LCR puede llevar a errores diagndsticos que tengan implicaciones
serias para el paciente y su familia.



Por todo lo anterior consideramos de suma importancia conocer el
comportamiento de los niveles de glicina en el LCR y suero, asf como
del cociente Gli LCR/Gli suero en un poblacién de pacientes
pediétricos con y sin crisis convulsivas, con objeto de conocer si otros
eventos pueden estar involucrados en la concentracién anormalmente

alta del LCR.



4. Objetivos

L. Cuantificar los niveles de glicina en el LCR y suero de una muestra
de pacientes pediétricos del INP que por diversas indicaciones
médicas sean sometidos a puncién lumbar, divididos en dos grupos
uno con crisis convulsivas y otro sin éstas.

II, Determinar si existe relacion entre la presencia de crisis convulsivas
y el nivel de glicina.

IIL, Relacionar los niveles de glicina con algunos pardmetros
citoqufmicos del LCR



5. Hipétesis

I. Los niveles de glicina en liquido cefalorraquideo son diferentes
estadisticamente en los niftos que presentan crisis convulsivas que en
los que no las presentan,

IL. Existe una relacién entre los niveles elevados de glicina y 1a
presencia de crisis convulsivas.

IIT. La levacion del cociente Gli LCR/Gli Suero es patonénico de
HGNC.



6. Material

Este protocolo de investigacion fue revisado y aprobado por el Comité
de Investigacion y Etica del INP.

6.1, Seleccién de pacientes

Pacientes que ingresan al servicio de urgencias y que se les realiza
puncién lumbar por alguna indicacién médica.

Criterios de inclusién

‘Niflos (sexo indistinto) que sean sometidos a puncién lumbar por
alguna indicacién médica en el servicio de urgencias del INP.
Hoja completa de concentraciones de datos. (Anexo 1)

Criterios de exclusién
Puncién lumbar traumatica (Macroscépica)
Hoja de concentracién de datos incompleta.

Criterios de eliminacién
Puncién lumbar traumdtica (Microscdpica)

6.2. Diseito experimental

A todos los nifios que cumplieroh los criterios de inclusién y que se les
realiz6 puncién lumbar por indicacién médica, se les tom6 1.5 mL de
LCR, adicional del que se toma habitualmente para fines de realizar
andlisis citoqufmico y cultivo. También se tomé una muestra de 1 mL
de sangre, adicional de la que se toma para exdmenes de rutina.

Los liquidos para citoqufmico y cultivo se procesaron en forma
rutinaria,



La muestra de 1.5 mL del LCR se almacené en un vial de 2 ml a una
temperatura de -20°C hasta su procesamiento.

La muestra de 1 mL de sangre se centrifugd y se separard para obtener
suero, el cual se almacen( en viales plésticos de 1.5 mL para su
almacenamiento en congelacion y su procesamiento posterior. Se llen6
la hoja de concentracién de datos en forma completa para poder
realizar el andlisis posterior.

A las muestras (tanto de LCR y suero) se les proces6 mediante la
técnica de CLAR utilizando 1a metodologfa y condiciones descritas
posteriormente.

Andlisis e interpretacién de datos. Se obtendrén las concentraciones de
glicina en LCR y suero en uM. Se realizar4 andlisis de variables con
obtencion de medidas de tendencia central y dispersion. Se har4
correlacién entre las variables y los niveles de glicina,

s e et et . . .,
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7. Método

Las concentraciones de la glicina fueron determinadas por CLAR
método descrito por
Hill et al. ** modificado.

7.1. Equipo

Cromatégrafo de lfquidos Waters, constituido por un controlador
automdtico de gradiente (modelo 680), dos bombas (modelo 510),
integrador (modelo 740), e inyector Rheodyne (modelo 7010).

La deteccién se realizé por medio de un detector de fluorescencia
(modelo 420), longitud de onda de excitacién de 338 nm, longitud de
onda de emisién 425 nm.

7.2. Condiciones cromatogréficas

Columna

C-18 Nova-pack (Millipore) de 15 cm x 3.9 mm, tamafio de particula 4 p
esférica. El corrimiento cromatogréfico se realiza a temperatura
ambiente,

Sistema de gradiente empleado
Tiempo (min) Disolventes |, Flujo (mL/min)
%A %B
0 83 17 1.3
35 45 55 1.3
50 10 90 1.3
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Disolventes

A: Amortiguador de fosfatos 0.02 M, pH 7, més 4% de
tetrahidrofurano (Baxter) filtrado a través de membrana de 0.45)
(Millipore).

B: Amortiguador de fosfatos 0.02 M, pH 7, acetonitrilo, filtrado a
través de membrana de 0454 (Millipore). :
Orto-ftaldehido (OPA) - Etanotiol; El reactivo derivatizante contiene:
20 mg de OPA (Sigma) y 10 pl de etanotiol (Fisher) en 1 ml de metanol
(Baxter).

Solucién de boratos
Solucién saturada de boratos pH bésico.

El andlisis cuantitativo se realiz6 con el método de estdndar interno
(Sti) para lo cual se utiliz6 una disolucién de fluoro-fenilalanina en
metanol de concentracién 4.6 uM para LCR y 18.5 uM para suero.

7.3. Procedimiento
muestra® + 1ml de metanol centrifugar 5§ min 100 pl de sobrenadante
(conteniendo el Sti.) (3000 rpm) + 20 pl de amortiguador de boratos

+ 20 pl de derivatizante
* 50 ! si se trata de suero y 100 pl si es LCR,

Después de dos minutos se realiz6 el andlisis de los amino4cidos
derivados de OPA por CLAR, inyectando 20 pl bajo las condiciones
anteriormente sefialadas.
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7.4, Consideraciones éticas

Previo a la inclusién del paciente al protocolo, se solicité el
consentimiento a los padres.

Este estudio noimplicé riesgo per se, unicamente implicé la toma de 2
mL extras de LCR en un procedimiento indicado por razones médicas.
Asf mismo se les hizo saber que no implicaba beneficio clinico directo
para el paciente sino que los resultados serian titiles como
conocimiento de la bioqufmica del LCR y servirdn de base para

estudio posteriores,

7.5. Andlisis estadistico

El andlisis estadfstico se realiz6 en una computadora personal (marca
SyncMaster procesador 386) utilizando un paquete estadistico para
investigaci6n biomédica (Sigma Plot 210)

El tamafio de la muestra, se calculé para t pareada, con una alfa de 0.05
y una beta de 0.90, tomando los valores de glicina en LCR, obtenidos
en una muestra de 30 nifios hospitalizados,dividida en dos grupos y
considerando una pérdida de 10%.

La significancia estadfstica se obtuvo mediante la prueba de U de
Mann-Whitney que es para datos no paramétricos. El criterio de
aceptacién es que el valor de probabilidad sea menor a 0.05. Para
buscar posibles correlaciones entre la concentracién de glicina en LCR
y otros pardmetros estudiados se realiz6 una prueba exacta de Fisher

<
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8. Resultados

Este estudio se realiz6 con 36 pacientes a los que por prescripcion
médica se les practicé una puncién lumbar. Las causas de la puncién
lumbar fueron: sospecha de neuroinfeccién en 29 de los casos, primera
crisis convulsiva en 5, y otras como ataxia en 2 casos. A estos pacientes
se les dividid en dos grupos: pacientes con crisis convulsivas (n=19) y
pacientes sin crisis convulsivas (n=17).

La edad de los pacientes en el grupo con crisis convulsivas fue de 29 £
36.5 meses, con una medianade 20 y unintervalo de 0.76-132 meses. '
En el grupo sin crisis convulsivas fue de 24 + 28.6 meses, con una ;
mediana de 12 y un intervalo de 1-96 meses. No existe diferencia
estadisticamente significativa entre las edades de ambos grupos.

El sexo de los pacientes en el grupo con crisis convulsivas fue 9
femeninos y 10 masculinos. En el grupo sin crisis convulsivas, fue 7
femeninos y 10 masculinos.

En las tablas 1y 2 se muestran los resultados obtenidos de los
pacientes con crisis y sin crisis convulsivas respectivamente.

Los valores de referencia de la concentraci6n de glicina tanto en suero
como en LCR asf como en cociente se obtuvieron a partir de los datos
de la muestra estudiada, eliminando aquellos que en la gréfica eran
visiblemente més elevados. Estos datos siguen una distribucién nor-
mal, estdn dados por la media + 2 desviaciones estandar (D.S), lo que
corresponde al 95% de la poblacién (Tabla 6).

La concentracion de glicina en el grupo de crisis convulsivas en el LCR
fue de 30.01 + 29.52 M, en suero fue de 197.93 £ 53.69 uM, y el
cociente fue de 0.151 £0.132 pM.
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Cabe destacar que algunas caracterfsticas del LCR estdn alteradas, la
concentracion de proteinas, en tres de los pacientes (B,K,T) estdn por
arriba de lo normal. ‘

La celularidad del LCR fue anormal en tres casos (KP,T).

Los valores de glicina en LCR se encontraron alterados en 5 pacientes.
El paciente D present6 valor limitrofe superior, (Gréfica 1) el paciente
E presentd una elevacién de casi al doble del valor superior normal, en
el paciente K fue de 3 veces. La elevacién méxima observada en este
grupo de pacientes fue de 4 veces por arriba de lo normal en dos casos
(BT).

Todos los valores de glicina en suero en este grupo fueron normales.

Con respecto al cociente se encontraron 5 pacientes francamente
anormales (D,E K,P,T); todos ellos con aumento de glicina en LCR
(Gréfica 3).

La concentracién de glicina en el grupo de pacientes sin crisis
convulsivas en el LCR fue de 20.49 £ 13,03 pM, en suero fue de 224.06
+87.68 uM y el cociente en este grupo fue de .09 £ 0.060 pM.

En estos pacientes podemos apreciar que la concentracién de protefnas
en cuatro de los pacientes (a,8,1,v) estdn por arriba de lo normal. Con
respecto a la celularidad del LCR, estuvo alterada en tres pacientes

(p,n,8).

Los valores de glicina en LCR se encontraron alterados en 2 pacientes,
de los cuales el paciente b mostr6 una elevacién de dos veces por
arriba del valor superior normal, y el paciente g la elevacién fue sélo
de una vez (Gréfica 1),



Tabla 1. Grupo con crisis convulsivas

Edad Mativo Aspecto Proteinas  No. de Gli- Cociente Gli
_Clave (meses) Sexo de PL de LCR Pelicula (mg/i00ml) células  Leucocitos LCR Gli-suero  LCR/suero
15-45 5-26 64-358
VR 0-20 uM 0.03-0.12
A 0.76 F CcC T AR sin 4 0 197.57 0.118
8 2 M CcC AR sin 2 0 191.98 0.110
C 4 M CcC AR sin 1 0 143.50 0.054
D 4 M NI CC AR sin 7 0 . 119.85
E 5 M NI CC AR sin 1 0 136.44
F 5 F NICC AR sin 5 0 188.60 0.058
G 6 M NI CC AR sin 1 0 158.50 0.108
H 8 M NICC AR sin 15.2 2 0 187.51 0.062
! 9 F cC AR sin 1 0 140.27 0.068
] 20 M NI CC AR sin 2 0 23.99 24791 0.097
K 20 F NICC Turbio 229.80
L 24 F NI CC AR 0 161.16 0.065
M 24 F NI CC AR 1) 255.53 0.057
N 26 F CcC AR 1) 319.18
P- 35 M NI CC AR 0 . 225.75
Q 48 F NICC AR sin 9.7 4 0 17.40 221.90
R 84 M NICC AR sin 17 2 1) 9.01 13387 0.067
S 96 M Nt CC AR sin 0 254,24
T 132 F NI CC AR sin = 247.27
PL = Punci6n lumbar AR = Agua de roca
NI = Neuroinfecion VR = Valor de referencia
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Tabla 1. Grupo sin crisis convulsivas

Edad Motivo Aspecto Proteinas:  No. de Gli- Cociente Gli
_Clave  (meses) Sexo de PL delCR  Pelicula (mg/100ml) células Leucocitos LCR Gli-suero  LCR/suero
15-45 5-26 64-358
VR {mg/100ml)  0-20 UM uM 0.03-0.12
Ta 1 ) NI AR sin 5 0 1333 177.13 0.075
B8 1 F otra AR Sin :
X 3 F Ni AR Sin
5 5 M Ni AR Sin
P 5 F Ni AR Sin 36 2 0 15.33 168.52
é 6 M Ni AR Sin 17.4 3 0 283.45
¥ 6 M Ni AR sin 125 0 0 161.08
n 8 M NI AR Sin 0 0 9.58 199.83 . 0.048
v 12 ™M Ni AR Sin 0 0 8.46 208.03 0.041
® 12 M Ni AR Sin - 0 0 23.18 24227 0.096
x 15 F NI AR Sin 10.2 0 0 19.85 251.12 0.079
by 17 F otra AR Sin 0 0 14.54 151.81 0.096
n 45 M NI AR Sin 1 0 15.93 150.73 0.106
v 46 F Ni AR Sin 24.86 312.33 0.080
b4 60 F Ni AR Sin
20% PMN  16.80 174.64 0.096
71 M NI AR Sin 13.7 o 10.64 294.99 0.036
P 96 M NI AR Sin 44 © 98% LIN
2% PMN 15.29 179.28 0.085

PL = Puncién lumbar
NI = Neuroinfecion
AR = Agua de roca
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Los valores de glicina en suero en este grupo fueron normales en todos
los pacientes excepto en el caso y, que present6 una ligera elevacion
(Gréfica 2).

Por lo que se refiere al cociente se encontraron tres pacientes (B,5,y) con
un valor mayor de 0.12, 2 de ellos (B, y) con glicina elevadaen LCR en
tanto que en el paciente 5 este cociente fue elevado a expensas de una
concentracion baja en suero, siendo normal la concentracién en LCR.,

En la gréfica 1 y 2 se muestran las concentraciones de glicina de los
dos grupos estudiados de LCR y suero respectivamente.

En la gréfica 3 se observan los valores de los cocientes de los grupos
estudiados. ‘

En la tabla 3 se muestran los valores de p (prueba estadfstica U de
Mann-Whitney Rank), para los parametros de glicina evaluados.

Variable Grupo con crisis Grupo sin crisis p
n 19 17
GllenLCR 3.0 20.49 0.776
GLi en Suero 197,93 224,06 0.410
LCR/Suero 0.151 0,092 0.267

Tabla 3. Andlisis de los pardmetros de glicina de los grupos estudiados.

p = prueba estadlstica de Mann-Whitney

Al no encontrase significancia estadfstica entre estos grupos se decidié
analizar en funci6én de dos nuevos grupos dados por la concentracién
de glicina en LCR lo cual se muestraen la tabla 4.
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Pacientes normales  Pacientes anormales

Varlble . de LCR de LCR p
n 29 7
Gtien LCR 15.89 65,42 <0001 *
GLi en Suero 21137 205.83 0.873
LCR/Suero 0.076 0.25¢ 0.035
Células 1.5 21,6 0,422
Protelnas 35.51 73n 0.665

Tabla 4, Anélisis de los pardmetros de grupos normales y anormales de liquido cefalorraquideo,
p = prueba estadistica U de Mann-Whitney
* = Existe diferencia significatlva

Se realizaron tablas de contingencia de 2 X 2 por prueba exacta de
Fisher con objeto de saber si existfa asociacién entre la concentracién
de glicina en LCR y otros factores.

Factor Glicina en LCR Glicina en LCR
Normal Anormal p
Convulsiones
Con 14 15 0.462
Sin 5 2
Suero
Normal 28 7 > 0,999
Anormal 1 0
Protelnas
Normal 2 5 0.010
Anormal 6 2
No. de Células 0,073
Normal 26 4
Anormal k) 3
5exo
Femenino 13 3 >0.999
Masculino 16 4

Tabla 5 Analisis de relacion entre glicina en liquido cefalorraquideo y otros pardmetros de glicina
p = prueba exacta de Fisher,
* = Existe diferencia significativa
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No existe signficancia estadistica en los casos estudiados por lo tanto
no hay correlacion entre las variables estudiadas.
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9. Anélisis y discusién

En la Unidad de Genética de la Nutricién (UGN) el principal motivo
por la cual se solicita realizar determinaciones de glicina en LCR y
suero es por sospecha de hiperglicinemia no cetdsica. A lo largo de la
experiencia en la UGN se ha visto que existe gran dificultad para saber
si las alteraciones vistas en el cociente® realmente corresponden a un
defecto en la degradaci6n de glicina o a causas secundarias, como por
ejemplo las interacciones medicametosas o las crisis per se. Ante esta
duda y sabiendo que existen otras causas en las que se encuentra
aumento en la concentracién de aminodcidos en LCR se fundamento la
presente investigacién.

Tada y Hayasaka UGN®
Plasma 56-308 64.5.211.4
e 29104 5.0-26.8
LCR/Suero 0.012:0,040 0.03-0,12

Tabla 6 Concentraciones de glicina en suero y liquido cefalorraquideo (M) en Recién nacidos
** Unidad de Genética de la Nutriclon

9.1, Andlisis de dos grupos

No encontramos diferencias estadfsticamente significativas en las
concentraciones de glicina y el cociente de ambos grupos estudiados,
sin embargo, observamos (Gréfica 1 y 3) algunos individuos con estos
parametros claramente elevados con respecto a la mayorfa (“out
liers”), tanto en el grupo con crisis como en el grupo sin crisis lo que
sugiere la posibilidad de que la distribucién de concentracién de
glicina en LCR y el cociente sea binomial y por lo que en realidad
existan dos grupos diferentes de pacientes. Una posibilidad es que sea
de origen genético el grupo alto (HGNC) y la otra posibilidad es que

sea el reflejo de variaciones interindividuos en el metaboliso de la
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glicina,sean de caricter fisiolégico o debidas al padecimiento de base.
Sin embargo, el niimero de la muestra es pequefio para concluir en
definitiva,

Por otro lado la no significancia estadfstica puede ser por efecto del
tamaiio de la muestra ya que llama mucho la atenci6n el fenémeno de
que la mayorfa de las elevaciones importantes se presentan en el grupo
de pacientes con crisis convulsivas (Gréfica 1y 3),

Con objeto de determinar si existe diferencia estadfsticamente
significativa en otros pardmetros evaluados en aquellos pacientes que
presentan concentraciones elevadas de glicina en LCR con los que
presentan concentraciones elevadas normales, evaluamos estos dos
grupos, sin embargo, a pesar que los niveles de glicina si son
estadfsticamente diferentas, ningin otro pardmetro evaluado lo es,
como se observa en la Tabla 4.

Tampoco se encontré alguna asociacion estadfsticamente significativa
entre la concentracién de glicina en LCR y otros factores estudiados
como se puede observar en la Tabla 5.

Del total de los pacientes que presentaron alteraciones en la
concentracién de glicina en LCR en 7 la puncién lumbar fue por
sospecha de neuroinfeccién, misma que se document6 en 4 de ellos.

En el total de pacientes (36 muestras) s6lo se encontr6 un caso de
hiperglicinemia. Este se present en el paciente 3, del grupo sin crisis
convulsivas, el cual también presenté glicina elevada en el LCR, pero
el cociente LCR /suero fue normal, esto descarta una hiperglicinemia
no cetdsica pero no descarta otras causas de hiperglicinemia.
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9.2, Andlisis individual de los casos extremos.

Cinco pacientes presentan alterado el cociente en el grupo de crisis
convulsivas, mismos que tuvieron concentraciones de glicina en LCR
elevadas, (K,T,P)D,y D) de estos dos presentan tanto protefnas como
celularidiad anormal (K,T) y uno presenta celularidad anormal (P). En
el grupo sin crisis convulsivas existen 3 pacientes que presentanel .
cociente alterado sin embargo, en uno de ellos esta alteracién es a
expensas de la disminucién de glicina en suero (5), asf como
alteraciones en protefnas y celularidad, aunque tuvo una
concentracién de glicina en LCR normal. Esta observacién es muy
importante puesto que hay que recordar que el valor diagnéstico del
cociente estd dado por la elevacién de glicina en LCR y no por una
disminucién de glicina en suero que puede ser secundarias a multiples
causas, por ejemplo dilucién de la muestra por exceso de liquido del
paciente, formacién de acilglicinas enddgenas, etc*'. Es por esto que lo
més importante a considerar es el cociente.

Para establecer el diagnéstico de HGNC es esencial determinar en
suero y LCR la concentracién de glicina y calcular e} cociente Gli LCR/
Gli Suero este es mayor de 0.09 en pacientes con HGNC*, sin embargo
no existe informacion sobre la especificidad diagnéstica de este
resultado. En el presente estudio en una nuestra de 36 nifios
encontramos 8 individuos con el conciente anormal por lo que es
posible pensar que existen otras causas que alteran dicho cociente,
dentro de estos 8 individuos 4 tienen un valor francamente elevado
(Gréfica 3) en tanto que en los otros 4 el valor es moderadamente
elevado lo que sugiere la posibilidad de que la distribucién de
concentracidn de glicina en LCR y el cociente sea binomial y por lo
que en realidad existan dos grupos diferentes de pacientes. Una
posibilidad es que sea de origen genético el grupo alto (HGNC) y la
otra posibilidad es que sea el reflejo de variaciones interindividuos en

el metabolismo de la glicina,sean de cardcter fisiolgico o debidas al
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padecimiento de base, Sin embargo, el mimero de la muestra es
pequedio para concluir en definitiva.

La concentracion de glicina en LCR de nuestros pacientes anormales
caen dentro de los valores referidos para la HGNC atfpica®, sin
embargo para confirmar este diagnostico serfan necesarios estudios
posteriores de seguimiento en la concentracién Gli en LCR y en caso
de que esta continue siendo elevada y el cociente anormal un
diagndstico definitivo sélo lo darfa el estudio de la actividad
enzimética“,
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10. Conclusiones

1. Los valores de glicina en LCR y suero de los nifios con y sin crisis
convulsivas estudiados no son estadfsticamente diferentes.

2. Cuando existe alteracién del cociente, para que este sea diagndstico
de hiperglicinemia no cetésica siempre debe ser aunado al cuadro
clinico del paciente.

3. El cociente de LCR/Suero de glicina es un pardmetro que debe ser
interpretado con cuidado y siempre en relacién a otros pardmetros del
LCR.

4. El LCR del paciente con neuroinfeccién y con crisis convulsivas
ademds de las alteraciones ya conocidas tales como aumento de
protefnas y aumento de la celularidad también puede presentar
aumento de la concentracién de la glicina,

5. Mientras los pacientes cursen con cuadros de neuroinfeccién activa,
con alteracién en el LCR, el dian6stico de la NKH basado en el
cociente siempre debe corroborarse con el sguimiento una vez que se
normalice las alteraciones de LCR.

10.1. Se recomienda para un estudio posterior

Estudios adicionales para disernir las posibles causas de la elevacién
de la concentraci6n de glicina en LCR asf como el cociente anormal.
Se requiere un seguimiento de los pacientes para determinar si las
observaciones obtenidas de los cocientes son debidas al padecimiento
de base o si su origen es genético para con esto saber si realmente un
cociente elevado sélo se tiene en caso de una HGNC.

Tener un grupo de pacientes mas grande.
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