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RESUMEN

Veinte son los aminoé&cidos constitutivos y piezas basicas de las
proteinas. Estas son constituyentes esenciales de todos los organismos,
ejerciendo las funciones mas nobles y elevadas dentro de la célula. El
presente capitulo tiene como objetivo principal exponernos conceptos
basicos sobre estas unidades de las proteinas y sus diferentes
reacciones quimicas, asi como mostrarnos su implicacion en la patologia
meédica.
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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Los aminoacidos son las unidades constituyentes de las proteinas,
biomoléculas estas ultimas de interés en las organizaciones estructurales y
funcionales de células y tejidos. Téngase en cuenta que todas las enzimas,
fundamentales para las reacciones bioquimica, y todos los anticuerpos,
esenciales en los procesos de inmunidad, son proteinas y se encuentran por
tanto constituidos por aminoacidos.

La hidrélisis de proteinas por los diferentes métodos (acida, basica o
enzimatica) proporciona 20 aminoacidos (alanina, prolina, lisina, acido
aspartico, acido glutamico, asparagina, glutamina, histidina, glicina, serina,
valina, tirosina, triptofano, fenilalanina, treonina, isoleucina, leucina, cisteina,
metionina y arginina) como constituyentes universales de las proteinas. Estos
se distribuyen en esenciales (fenilalanina, leucina, lisina, metionina, isoleucina,
treonina, triptéfano y valina; aminoacidos esenciales en nifios, arginina e
histidina) que deben ser suministrados por la dieta, y los no esenciales.

Existen otros aminoacidos no proteicos que aparecen en ciclos pero no
forman parte de la estructura proteica, como es el caso de la ornitina, citrulina,
3-metilhistidina, GABA, L-azaserina, homoserina, homocisteina, etc. Se
conocen alrededor de 150.

Los aminoacidos desde el punto de vista quimico son acidos organicos (R-
COOH), portadores de un grupo amino (-NH3) y un radical variable R. Segun la
naturaleza del grupo R los aminoacidos pueden ser clasificados en cuatro
grandes grupos: apolares, polares sin carga, anionicos y cationicos.



El objetivo del presente tema estara dirigido a clarificar los conceptos
relacionados con estas moléculas, asi como a entender su importancia clinica y
a realizar técnicas destinadas a su identificacion.

1.2. Metabolismo de aminoéacidos y afecciones relacionadas

Una enfermedad genética es una afeccibn morbida provocada por una
variacion del material genético humano. La enfermedad se produce cuando se
lleva a cabo la mutacién en un solo gen en forma espontanea o hereditaria. Si
ésta se expresa, el gen mutante da lugar a la sintesis de una proteina anormal
o altera el nivel de produccién de una proteina.

1.2.1. Aplicaciones Clinicas

Por definicion los errores congénitos del metabolismo incluyen defectos que
se encuentran en enzimas y que interrumpen vias fisiolégicas. Con esta
interrupciodn, se siguen tres cursos:

o Exceso de precursores téxicos
e Exceso de metabolitos toxicos
e Deficiencia de metabolitos esenciales

Los errores congénitos del metabolismo de aminoacidos provocan
aminoaciduria o incremento de aminoacidos en la orina. Las aminoaciduras son
renales o de desbordamiento:

* Aminoacidurias renales. Identificadas por tasas plasmaticas normales de
aminoacidos y elevacion de su presencia en orina. Este fendmeno se debe a
una reduccion en la capacidad de reabsorcion de los tumulos renales

* Aminoacidurias por desbordamiento. Elevacion de aminoacidos en plasma vy
en orina

Cistinuria. Los individuos excretan mayores cantidades de cistina, lisina,
arginina y ornitina. El defecto parece localizarse en la proteina de transporte
que se encuentra en la membrana de ciertos tipos de células epiteliales.

La Unica manifestacion de la enfermedad es la formacién de calculos renales
que se produce durante la nifiez y alcanza su maximo nivel en la tercera
década de la vida. Se trata de una aminoaciduria renal.

Cistinosis. Es la afectacion del almacenamiento de lisosomas que
generalmente se debe a un defecto en el proceso de transporte para el paso de
cistina a través de las membranas del lisosoma. Se producen manifestaciones
sistémicas graves debido a los precipitados, que afectan a diversos 6rganos
(rifdn, higado y bazo) asi como a los tejidos de la médula 6sea, ganglios



linfaticos y cérnea ocular. Se trata de una aminoacidura renal. Esta suele ser
una de las causas del sindrome de Fanconi.

Sindrome de Hartnup. Se encuentra incrementada la excrecion urinaria de
alanina, treonina, glutamina, serina, asparagina, valina, leucina, isoleucina,
fenilalanina, tirosina, triptofano, histidina y citrulina. Fenbmeno que origina una
aminoaciduria renal.

Estos pacientes manifiestan erupciones escamosas de color rojizo que
aparecen durante la primera década de la vida. También presentan
manifestaciones neuroldgicas como dolor de cabeza, falta de concentracion,
debilidad de los miembros y ataxia. Se caracteriza por una aminoaciduria renal.

Fenilcetonuria. Grupo de afecciones caracterizadas por defectos en la
conversion de fenilalanina a tirosina, debidos a la deficiencia de la enzima
fenilalanina hidroxilasa. Lo anterior causa la acumulacion de elevadas
concentraciones de fenilalanina y sus metabolitos, los acidos fenilactico,
fenilpiravico y fenilacético. Se trata de un trastorno hereditario de caracter
autondmico recesivo. Se diagnostica durante la lactancia y produce (en caso de
no recibir tratamiento a tiempo) retraso mental grave. Los sintomas tempranos
que pueden ser observados:

Dificultad para ingestion de alimento
Vémito

Retraso en el desarrollo

= Hipopigmentacion

Al tercer-cuarto dia de vida extrauterina los niveles séricos de fenilalanina
comienzan a incrementar. El aumento en fenilacético provoca que el sudor y la
orina tengan un olor a ratén o a rancio. Si la enfermedad no se trata a tiempo
se manifiestan los trastornos neurolégicos a los tres meses y alcanza su
maxima expresion a los tres afios de edad. La restriccion dietética de
fenilalanina evita el retraso mental. En general, los analisis neonatales se llevan
a cabo mediante la prueba de Guthrie, que es un analisis microbiolégico
semicuantitativo. Esta prueba se basa en que la presencia de fenilalanina evita
la inhibicion de beta-2-tienilalanina en la bacteria Bacillus subtilis, fenbmeno
que permite el crecimiento de ésta. La sangre del recién nacido se obtiene del
talon y se coloca sobre papel de filtro. El disco se pone en medio de cultivo que
contiene beta-2-tienilalanina inoculada con esporas de B. subtilis. Tras una
noche de incubacion se comparan las zonas de crecimiento con discos control.
Si la prueba de Guthrie indica un aumento de fenilalanina, se realiza una
prueba de confirmacion. La aminoaciduria provocada por este proceso es de
desbordamiento.

Tirosinosis y Tirosinemia. Tirosinosis. Caracterizada por elevados niveles
de tirosina en la sangre y en la orina. Los principales sintomas clinicos se
encuentran relacionados con dafio hepatico y renal. La lesion hepatica conduce
a un fallo agudo o a un estado crénico que origina una cirrosis, por su parte, la
disfuncion renal ocasiona el sindrome de Fanconi.



Tirosinemia. Caracterizada por la precipitacion de cristales de tirosina que
conducen a la inflamacién y posterior lesion a nivel ocular y cutaneo. En ciertos
casos ha sido documento un retraso mental.

En ambas situaciones se origina una aminoaciduria por desbordamiento.

Alcaptonuria. Caracterizada por excrecion urinaria de acido homogentisico.
La unica manifestacién de la alcaptonuria en nifios pequefios es el fendmeno
de que la orina se oscurece al contacto con el aire, incorporacién de un alcali y
exposicion a la luz solar. Esta situacion persiste durante toda la vida y en
general no produce consecuencias aparentes. Induce una aminoacidura de
desbordamiento.

Enfermedad de la orina color maple (olor a jarabe de arce, miel de
maple).

Se trata de una cetoacidura de a-cetoacidos e hidroxiacidos procedentes de
aminoacidos con cadenas ramificadas (leucina, Isoleucina, valina).

En caso de no ser detectada o no poner el tratamiento temprano produce
dafo cerebral grave y generalmente la muerte durante el curso del primer afio
de vida. Los sintomas que pueden observarse son entre otros: hipoglucemia,
acidosis, letargo, falta de apetito, vomito y convulsiones. Conduce a una
aminoacidura por desbordamiento.

Homocistinuria. Caracterizada por el aumento de homocistina en el
organismo. Los sintomas se manifiestan tras el nacimiento, uno de los mas
frecuentes es la dislocacion de la lente ocular. También, se presentan
anormalidades mentales y en su conjunto los diferentes dafos asociados a
este tipo de trastorno conducen a la muerte. La aminoacidura observada en
este trastorno es del tipo de desbordamiento.

Albinismo. Se debe a la ausencia de la enzima tirosinasa que permite el
paso de tirosina a melanina. Induce una aminoacidura de desbordamiento.

3. LISTADO DEL MATERIAL MATERIAL NECESARIO

Agua destilada
Arginina
Aspartico

Bafio Maria
Calculadora
Cisteina

Lisina

Ninhidrina
Pipetas 1 — 5 mL
Prolina

Tubos de ensayo



4. PROTOCOLOS A REALIZAR
4.1. Reacciones de los aminoacidos
4.1.1. Pruebade laninhidrina

Reaccion para la deteccibn de aminoacidos, actualmente acoplada a
sistemas de valoracion automatica. La ninhidrina (hidrato de tricetohidrindeno)
es un oxidante energético que por una desaminacion oxidativa de los
aminoacidos conduce a la formacion del aldehido correspondiente, con
liberacion de amoniaco y gas carboénico y formacion de la ninhidrina reducida o
hidrindrantina. La molécula de hidridantina, en presencia de otra de ninhidrina,
condensa a través del amoniaco produciendo una estructura denominada
indanona o purpura de Ruhemann, manifestando un color rojizo, excepto para
la prolina, hidroxiprolina y en menor medida para la histidina. Presenta su
maximo de absorbancia a los 570 nm, exceptuando los tres aminoacidos
resefiados anteriormente.

e Anadir 2ml de:
* Lisina 0,5%
* Aspartico 0,5%
* Prolina 0,5%

e Incorporar 2 ml de ninhidrina 0,2% en etanol 95%
e Calentar al bafio maria
e Observar los resultados

4.1.2. Prueba del acido nitroso

e Tomar 1 ml de:

* Problema

* Patron al 1%

* Blanco de agua destilada

e Incorporar 0,5 ml de acido clorhidrico concentrado.
e Anadir 1 ml de nitrito sédico al 5%
e Observar los cambios

Nota: Si se desprenden burbujas indica presencia de grupos amino libres y
por lo tanto la reaccion es positiva.

4.1.3. Prueba de Millon

Ensayo especifico para los aminoacidos fendlicos (tirosina). Esta reaccién da
una tonalidad rosa o un precipitado rosa.

e Poner 3 mL de tirosina 0,02%



e Aniadir 4 gotas de reactivo de Millon (10 g de mercurio en 10 mL de
acido nitrico fumante. Se le incorpora 40 ml de agua y se deja reposar.
Finalmente se decanta.)

Nota: El proceso debe realizarse en campana con extractor

e Calentar en el bafio maria
e Observar el cambio de coloracion

4.1.4. Prueba de Folin

e Incorporar 1 mL de la solucion problema, patrén al 1% y blanco de agua
destilada

e Anadir 0,5 mL de 1,2-naftoquinon-4-sulfonato sédico al 0,2%

e Aniadir 1 mL de hidréxido sodico al 10%.

e Calentar al bafio maria a 70-80° C durante 5 minutos

Si aparece un color anaranjado o rojo es indicativo de la presencia de
aminoacidos.

4.1.5. Prueba de Sullivan

e Afadir 0,5 mL de la solucién problema, patrén al 1% y blanco de agua
destilada
¢ Anadir 0,5 mL de cianuro sodico al 5%

Nota: Cuidado es extremadamente venenoso

e Anadir 0,5 mL de 1,2-naftoquinon-4-sulfonato sédico al 0.5% recién
preparado

e Incorporar 2,5 mL de sulfito sédico al 10% en hidréxido sddico al 2%

e Anadir 0,5 mL de tiosulfato sédico al 2%

Si aparece una coloracion roja, la reaccion es positiva e indicativa de la
presencia de cisteina o cistina.

4.1.6. Prueba del azufre

Tomar 3 mL de cisteina 0,1%

Incorporar 1 mL de NaOH al 40%

Poner 2 6 3 gotas de una solucién de acetato de plomo
Calentar al bafio maria durante 3 minutos, hasta ebullicién.

Si aparece una coloracion negra en el precipitado, la reaccion sera positiva,
indicando la presencia de azufre. En la presente situacion, azufre procede de la
cisteina.



4.1.7. Prueba de Sakaguchi

Esta prueba es positiva para compuestos que contengan el grupo guanidinio
como la arginina. El reactivo que se utiliza contiene a-naftol e hipoclorito
sédico, en medio alcalino. La aparicion de una coloracién roja es indicativo de
una reaccion positiva.

Poner 5 mL de arginina al 0,02%

Afnadir 1 mL de NaOH 2M

Anadir 1 mL de a-naftol al 0,02% en etanol

Enfriar en hielo

Anadir 1 mL de disolucion alcalina de hipoclorito sddico
Esperar 30 segundos

Anadir 1 mL de disolucion de urea

Observar los cambios

4.1.8. Prueba de Jaffé

e Poner 1 mL de solucién de creatinina al 0,01% y un blanco

e Aniadir 1 ml de acido picrico (preparado inmediatamente antes de ser
utilizado mezclando 5:1 de solucion acuosa saturada de acido picrico e
hidroxido sédico al 10%)

Si acontece la aparicion de una coloracidon roja, se tratara de una prueba
positiva para la creatinina. Puede ser leida a 520 nm, detectandose hasta 5
ug/mL.

4.1.9. Prueba de Hopkin-Cole

Implica la reacciéon del grupo indol del triptofano con el acido glioxilico, en
presencia de acido sulfurico concentrado.

e Tomar 3 mL de triptofano 0,02%

¢ Anadir 1 mL de reactivo de Hopkin-Cole (10 g de magnesio mas agua
hasta que éste quede cubierto. Mantener lentamente en agitacion
continua, afadir 250 mL de disolucién saturada y fria de acido oxalico.
Filtrar y acidificar con acido acético diluido y enrasar con agua hasta 1 L)

¢ Anadir el contenido del tubo a otro que contenga 1 mL de acido sulfurico
concentrado

Si la reaccion es positiva se coloreara la zona de contacto.
4.2. Caso clinico

Un bebé varén de 5 meses es revisado en el Servicio de Pediatria
apreciandose:



e Retraso en el desarrollo e Rubio
¢ Piel blanca e Fotosensibilidad

En el reconocimiento el pediatra decide realizar una bioquimica sanguinea,
destacando los siguientes resultados:

pH: 7,13

pCO2: 24 mm Hg

Creatinina 4,2 mg/d|

Bicarbonato: 12 mmol/l
y de orina apreciando:

Glucosuria
Proteinuria

Preguntas:

1. ¢ Cuales de los siguientes érganos esté probablemente afectado?

e Musculo
e Corazoén
e Higado
¢ RifAones
Rifiones

2. ¢Qué aminoacidura se relaciona con mas frecuencia a este cuadro
clinico? y ¢, con qué proceso se suele correlacionar?

Cistinosis, Sindrome de Fanconi
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