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UTILIZACION DE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
PARA AMPLIFICAR DOS SECUENCIAS DEL GEN GLICINA DECARBOXILASA QUE
CODIFICA PARA LA PROTEINA P DEL SISTEMA DE CLIVAJE DE LA GLICINA,
RELACIONADO CON HIPERGLICINEMIA NO CETOSICA
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Los Errores Congénitos del Metabolismo son trastornos bioquimicos de origen genético, que
causan un defecto especifico en la estructura o funcién de las moléculas proteicas involucradas
en una via metabélica.Dentro de los errores innatos del metabolismo se encuentra la hipergli-
cinemia no cetésica (HNC), la cual es un desorden autosdmico recesivo, que se caracteriza por
un defecto en el sistema de clivaje de la glicina, (SCG) ocasionando la acumulacién de este
aminoécido en los diferentes fluidos corporales, causando alteraciones neuroldgicas y desérdenes
somdticos que llegan a ser letales. El SCG es un sistema multienzimatico de caracter mitocondrial
y estd compuesto por cuatro proteinas individuales reconocidas como proteina P (piridoxal
fosfato), H (4cido lipéico), T (tetrahidrofolato) y L (deshidrogenasa lipoamida) (1). La proteina
P es codificada por el gen glicina decarboxilasa (GLDC) (2); se han reportado varias mutaciones
en este gen, siendo la mutacién S564l, la mas comin (3). La actividad de esta proteina se en-
cuentra disminuida o ausente en 80% de los pacientes con HNC (4).

Los estudios de esta entidad en Colombia, se iniciaron con Barrera y col (5), pero no se dispo-
nia de un diagnéstico enzimatico ni molecular para la HNC; por lo tanto, la Universidad Cole-
gio Mayor de Cundinamarca, en asociacion con la unidad de biologia procreativa del Inscituto
Materno Infantil y la Universidad Nacional de Colombia, inicié el estudio bioquimico y molecu-
lar de esta enfermedad.

OBJETIVO GENERAL
Determinar las condiciones éptimas de la reaccién en cadena de la polimerasa para amplificar
dos secuencias del gen glicina decarboxilasa que codifica para la proteina P del sistema de
clivaje de la glicina utilizando dos parejas de primers.

METODOLOGIA
El gADN se extraera de muestras de sangre total anticoagulada ¢ impregnada en filtro de
pacientes con diagnéstico clinico y bioquimico para HNC provenientes del IMI. La region que
contiene el gen afectado en la HNC, se amplificard utilizando dos parejas de primers disefiados
a partir de secuencias reportadas en la literatura, una de estas permitird amplificar el sitio
especifico de la mutacién $564I (3); la diferenciacién de normales portadores y afectados se
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realizara por medio de enzimas de restriccion. Posteriormente se aplicard el andlisis de polimor-
fismos conformacionales de cadena sencilla (SSCP) para determinar un patrén de migracién

y proceder a la secuenciacién.

RESULTADOS PARCIALES
Hasta el momento se han establecido las condiciones éptimas para amplificar una de las
secuencias del gen GLDC utilizando una de las parejas de primers a emplear.
Se espera mediante el uso de enzimas de restriccién y de los SSCP establecer un patrén de di-
ferenciacién, con el fin de identificar la presencia o ausencia de la mutacién S5641 en pacientes
de la unidad de biologia procreativa del IMI durante el periodo de 1996 a 2000. Asi mismo,
se espera confirmar mediante secuenciacién, la mutacién antes mencionada o reportar una

nueva mutacion en Colombia.



