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GENETICA

Deficiencia de Biotinidasa

ARTICULO DE REVISION
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Laboratorio de Tamizaje Neonatal. Division de Inmunoquimica. Centro de Inmunoensayo. La Habana, Cuba.

*Sobretiros: Laboratorio de Tamizaje Neonatal. Division de Inmunoquimica. Centro de Inmunoensayo. Calle 134 y Ave.25,
Apartado Postal 6653, Cubanacdan, Playa, C. Habana, Cuba. e-mail: igdirector@cie.sld.cu.

Resumen

La biotinidasa es responsable del reciclaje de la biotina a
partir de la biocitina o de pequefios péptidos biotinilados y
de la liberacion de la vitamina unida a las proteinas de la
dieta. En humanos la biotina actlia como grupo prostético de
cuatro carboxilasas esenciales en importantes procesos
metabolicos como la gluconeogénesis, la sintesis de acidos
grasos y el catabolismo de aminoacidos. Estudios genéticos
han determinado que el gen que codifica para la biotinidasa
humana se localiza en el cromosoma 3p25. La deficiencia de
biotinidasa es una enfermedad autosémica recesiva del
metabolismo de la biotina, causada por la ausencia o la
deficiencia de la enzima. Los pacientes afectados con la
enfermedad presentan crisis convulsivas, hipotonia, ataxia,
alopecia, dermatitis y retardo en el desarrollo psicomotor. Los
casos mas severos pueden llevar a coma e incluso a la muerte.
El diagnéstico temprano de la enfermedad y el tratamiento
con dosis substitutivas de biotina, previene la aparicion de
las manifestaciones clinicas y las alteraciones bioquimicas.
Las dificultades para realizar un diagnéstico clinico certero y
la existencia de un tratamiento efectivo y métodos de
diagnoéstico simples y poco costosos, hacen que la deficiencia
de biotinidasa cumpla con los criterios para su inclusion en
los programas de tamizaje neonatal.

Palabras Claves: biotina, deficiencia de biotinidasa,
carboxilasas, tamizaje neonatal.

Introduccion

La biotina es un factor esencial en la nutricién animal y humana. Su
deficiencia es muy rara, debido al gran nimero de alimentos donde
esta presente y a las pequefias cantidades de biotina que son requeridas
por el organismo, si se compara con otros nutrientes esenciales. Asi,
las concentraciones de biotina en el plasma son bajas, tanto en
humanos como en mamiferos.! Se conoce que la biotina actiia como
grupo prostético en las reacciones catalizadas por las enzimas
denominadas carboxilasas dependientes de biotina.? Los mamiferos
son incapaces de sintetizar esta vitamina y necesitan obtenerla de la

dieta y del reciclaje de la biotina enddgena.

En la década del 50, Thoma y Peterson determinaron la presencia

de una enzima en el higado del cerdo que era capaz de liberar la
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Abstract

Biotinidase is responsible for cleaving biotin from biocytin
or from short biotinyl-peptides and for liberating the vitamin
from dietary protein-bound sources. In humans, biotin acts
as the prosthetic group of four carboxylases, essentials in
metabolic processes like gluconeogenesis, fatty acid synthesis
and amino acid catabolism. Genetic studies have determined
that the human biotinidase gene is located in human
chromosome 3p25. Biotinidase deficiency is an autosomal
recessive disorder of biotin metabolism caused by the absence
or deficiency of the enzyme. Affected patients with the disease
show convulsive crises, hypotonia, ataxia, alopecia, skin rash
and developmental delay. The most severe cases can develop
a coma and die. Early diagnosis of the disorder and the therapy
with substitutive doses of biotin prevent clinical
manifestations and biochemical alterations.

Biotinidase deficiency satisfies the major criteria for its
inclusion as a disorder in the newborn screening programs:
1) it's very difficult to realize a certain clinical diagnostic, 2)
a highly effective treatment exists, 3) the screening methods
are simple, reliable and inexpensive, 4) the incidence of the
disorder is similar to other diseases included in newborn
screening programs.

Key Words: biotin, biotinidase deficiency, carboxylases,
newborn screening.

biotina que formaba parte de los péptidos digestivos. * Casi
simultdneamente, Wright y colaboradores describieron una enzima
en el plasma humano que hidrolizaba la biocitina (producto de la
degradacion proteolitica de las carboxilasas). Esta enzima presente
en el higado del cerdo y en el plasma humano se conoce como
biotina-amida amidohidrolasa (EC 3.5.1.12) y cominmente se le

denomina biotinidasa.

La deficiencia de biotinidasa es una irregularidad metabélica
autosémica recesiva, que es reconocida como el defecto primario
en la deficiencia maltiple de carboxilasas,® en la cual el organismo
no puede procesar de manera correcta la biotina exdgena y
enddgena. La enfermedad se clasifica en deficiencia total (para
pacientes con actividad hidrolitica inferior al 10 %) y en deficiencia
parcial (10-30 % de actividad).?
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DEFICTENCIA DE BIOTINIDASA

En el presente trabajo se examinan algunas de las caracteristicas
mas importantes de la biotinidasa, su influencia sobre el
metabolismo de la biotina, los trastornos que provoca en el
organismo humano esta deficiencia enzimatica, asi como el

diagnéstico y tratamiento de la enfermedad que produce.

La enzima biotinidasa. Caracteristicas.

La biotinidasa es una enzima presente en diferentes especies y
tejidos; ha sido detectada en microorganismos, anfibios, aves y
mamiferos.” Estudios de Northern-blot han indicado la presencia
de acido ribonucleico mensajero (ARNm) de la biotinidasa en
corazdn, cerebro, placenta, higado, pulmén, misculo esquelético,
rindn y pancreas.® La biotinidasa presenta una actividad enzimatica
elevada en suero, higado, rifién, glandula suprarrenal y baja actividad
en cerebro.*!® Ademas, la enzima esta presente en las células
secretoras, las que incluyen a los fibroblastos, los leucocitos y el
jugo pancreatico.™'2  También se ha detectado su presencia en la
orina humana (13). De todas estas fuentes, el suero es la que exhibe
la mayor actividad especifica; por ello ha sido la mas estudiada y

empleada en protocolos de purificacion.*#*®

La biotinidasa de suero humano es un polipéptido glicosilado
de simple cadena con un peso molecular reportado entre 66 y 76
kDa.*1516 En el tratamiento de la enzima con N-glicanasa se obtiene
una especie molecular de 60 kDa, lo que indica que la biotinidasa

presenta en su estructura entre 20-22 % de carbohidratos.

Mediante estudios genéticos se ha logrado aislar y secuenciar el
gen que codifica para la enzima biotinidasa en el cromosoma 3p25.%
El analisis del ADNc ha mostrado que la secuencia nucleotidica contiene
2 posibles codones de iniciacion (ATG), 4 exones y un total de 1629
pares de bases.®' Esta secuencia de ADNc codifica para una proteina
de 543 aminoacidos, que incluye un péptido seiial de 41
aminodcidos. EL ADNc maduro contiene 502 aminoacidos con un
peso molecular calculado de 56.771 kDa.® Ademas se conoce que
la enzima contiene 6 sitios potenciales de glicosilacion (Asn-X-
Thr/Ser). Asumiendo los diferentes grados de glicosilacion se ha
calculado un peso molecular estimado entre 70 y 80 kDa. Estudios
de focalizacion isoeléctrica (IEF), empleando sueros de individuos
normales y deficientes, han revelado que existen al menos 9

isoformas, que se ubican entre valores de pH de 4.15 y 4.35. 1720

También la electroforesis de sueros humanos ha mostrado que la
biotinidasa migra en posicién a,.?*?* Después de un tratamiento a
los sueros con neuraminidasa, la biotinidasa migra en la region f,
indicando que la enzima del suero presenta en su estructura una
gran cantidad de acido sialico. La heterogeneidad encontrada en

IEF se debe en gran medida a la diferencia en el grado de acido
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sidlico unido a la enzima, pues el tratamiento con neuraminidasa

reduce el ndmero de isoformas a 4 (valores de pH entre 5.01 y 5.30)."

La enzima biotinidasa tiene las siguientes funciones: actividad
hidrolitica, actividad biotiniltransferasa, actividad lipoamidasa y
como proteina transportadora de biotina.?> De esas funciones la
mas estudiada ha sido la actividad hidrolitica, donde la enzima
hidroliza especificamente d-biotinilamidas y ésteres,®” pero es
incapaz de hidrolizar el enlace formado entre la biotina y las
holocarboxilasas.'*** Se ha observado que la tasa de hidrdlisis,
trabajando con péptidos biotinilados (naturales o sintéticos),

disminuye a medida que aumenta el tamafio de los péptidos.**

Muchos de los estudios que se han desarrollado para conocer
mas sobre la enzima han utilizado muestras de suero o plasma
humano,?*6232¢ incluso los estudios moleculares partieron del

analisis de sueros humanos.®

Se ha estudiado la estabilidad de la enzima a diferentes
temperaturas. Asi, se ha reportado que la enzima parcialmente
purificada a partir de suero porcino pierde completamente la
actividad después de 30 minutos a 60 °C.° La biotinidasa de la
bacteria Streptococcus faecalis pierde un 92 % de su actividad original
después del tratamiento 10 minutos a 60 °C.%> En el caso de la
enzima purificada a partir de suero humano se ha reportado solo un
40 % de actividad después de 15 minutos a 60 °C y la pérdida total

de actividad enzimética después de 15 minutos de tratamiento a

70 0(:"15,24

EL mercaptoetanol y el ditiotreitol protegen o estabilizan a la
biotinidasa del suero humano.'#!523 Detergentes no idnicos como
el Nonidet P-40 y el Triton X-100, en presencia de mercaptoetanol,
incrementan la actividad hidrolitica de la biotinidasa purificada a
partir de suero humano.?® Los detergentes ionicos dodecil sulfato
de sodio (SDS) y bromuro de cetiltrimetil amonio actGan como

inhibidores de la actividad de la enzima.?

Metabolismo de la biotina y deficiencia
de biotinidasa

La biotina, reconocida como tal desde el afio 1936,% pertenece al
grupo de vitaminas hidrosolubles del complejo B. Se conoce
también como vitamina H, vitamina B8 y co-enzima R. Esta vitamina
termoestable es absorbida, sin ser transformada, en el intestino
delgado y es distribuida a todos los tejidos del organismo. Se
puede encontrar en altas concentraciones en el higado y los rifiones
y se conoce muy poco sobre su transporte y almacenamiento. El

ciclo metabdlico de la biotina se muestra en la figura 1.
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Figura 1. Ciclo de la biotina.

En mamiferos la biotina es requerida para el correcto funcionamiento
de las enzimas acetil CoA carboxilasa (ACC) (EC 6.4.1.2), propionil
CoA carboxilasa (PCC) (EC 6.4.1.3), 3-metil-crotonil CoA carboxilasa
(MCC) (EC 6.4.1.4) y piruvato carboxilasa (PC) (EC 6.4.1.1).2 Estas
enzimas son importantes en la produccién de algunos acidos grasos,

carbohidratos y en la degradacion de proteinas.

La acetil CoA carboxilasa convierte el acetil CoA a malonil CoA,
el cual desempefia una funcién esencial en la biosintesis y
elongacion de las cadenas de los acidos grasos, proceso importante

en la lipogénesis. ¥

La propionil CoA carboxilasa cataliza la sintesis, a partir de
propionil CoA de metilmalonil CoA, convirtiéndose esto en una
ruta obligatoria en el catabolismo de cuatro aminoacidos esenciales
(Ile, Thr, Val y Met). La 3-metilcrotonil CoA carboxilasa interviene
en la formacion de 3-metilglutaconil CoA lo que constituye una

etapa esencial en el catabolismo de Leu.

Por dltimo se encuentra la piruvato carboxilasa, enzima que
cataliza la transformacion del piruvato a oxaloacetato, primordial
tanto en la gluconeogénesis como en la lipogénesis, pues el acetil
CoA generado en la mitocondria puede combinarse con el
oxalacetato para formar citrato antes de pasar al citoplasma donde
vuelve a rendir acetil CoA, que puede entonces tomar el sendero

lipogénico.

Las carboxilasas sintetizadas en forma inactiva (apocarboxilasas)
son activadas al unirse covalentemente a la biotina. La enzima

holocarboxilasa sintetasa cataliza la union de la biotina, a través

de un enlace amida, con los grupos epsilon (&)-amino de residuos
especificos de lisina de las apocarboxilasas.?’” Asi se obtienen las
holocarboxilasas activas, las cuales son posteriormente degradadas
total o parcialmente a &-N-(d-biotinil)-L-lisina (biocitina) o a

pequefos péptidos biotinilados.?

Basandose en la edad de inicio de los sintomas clinicos, se han
descrito dos errores innatos del metabolismo de la biotina, los
cuales provocan deficiencia multiple de carboxilasas con
consecuencias clinicas severas:?’” deficiencia de holocarboxilasa

sintetasa y deficiencia de biotinidasa.

La deficiencia de holocarboxilasa sintetasa es conocida como
la forma de presentacion neonatal de la deficiencia mdiltiple de
carboxilasas, la cual provoca una deficiente biotinilacion de las
apocarboxilasas; originada por una afinidad reducida de la

holocarboxilasa sintetasa por la biotina.

Los signos clinicos suelen aparecer entre el primer y el octavo
mes de nacido?, pero existen reportes de presentacion tardia.?
Entre los sintomas se encuentran vémitos, crisis convulsivas, hiper
o hipotonia y pérdida progresiva de conciencia que puede llevar al
coma y a la muerte. Es importante sefialar que todos los pacientes
con deficiencia de holocarboxilasa sintetasa sufren de acidosis
metabdlica, hiperamonemia moderada y aciduria organica en algin

momento durante el curso de la enfermedad.?- 2

La biotinidasa es la enzima encargada del reciclaje de la biotina
a partir de la biocitina o de los pequefios péptidos biotinilados,

también es responsable de la liberacién de la biotina unida a las
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proteinas de la dieta, llevandolas a una forma bioldgicamente
viable. Si existe un defecto en la actividad de la enzima ocurre una
deficiencia secundaria de biotina, pues no se puede obtener la
vitamina libre a partir de las proteinas de la dieta ni se puede
reutilizar la biotina enddgena, provocando trastornos en la

formacion de las holocarboxilasas activas.

Aunque la biotinidasa se conocia desde mediados de siglo, no
es hasta la década del 80 que Wolf y colaboradores muestran que su
deficiencia es el defecto bioquimico primario en pacientes con la
forma de presentacion tardia o juvenil de la deficiencia maltiple de

carboxilasas.®

La deficiencia de biotinidasa es una anomalia metabélica con
un patréon de herencia autosémico recesivo. Estimados
internacionales plantean que 1 de cada 123 individuos es portador

del gen para la deficiencia.? 3°

Se han descrito mas de 30 mutaciones que provocan deficiencia
de biotinidasa, de ellas las mas comunes en pacientes con la
deficiencia total son la mutacion G98d7i3, una delecién/insercion
en la secuencia guia que resulta en un cambio en el marco de
lectura y la terminacion temprana en la sintesis de la enzima y la
mutacion R538C que provoca la sustitucion de Arg®® por una Cys
en el exon D del gen. Se ha reportado que la principal causa de
deficiencia parcial es la mutacion D444H en un alelo del gen
asociado con la presencia de una mutacion para deficiencia total

en el otro alelo.

Aspectos clinicos y bioquimicos de la
deficiencia de biotinidasa

Existe una gran variabilidad en la edad de aparicion de los sintomas
clinicos. Usualmente aparecen durante los primeros meses de vida
(entre los 2 y los 6 meses de edad), aunque se han reportado casos
de muy temprana aparicién®! o que han desarrollado los sintomas al
cabo de los afios, durante la infancia o la adolescencia.’** La
edad promedio de presentacion de los sintomas es de 5.5 meses
con un rango entre 1 semana y 2 afios.> Se han descrito casos de
deficiencia en adultos asintomaticos, identificados durante estudios
en familias de nifios con la enfermedad que han sido diagnosticados

a partir de programas de tamizaje neonatal.®®

El fenotipo clinico de la enfermedad también es muy variable
en cuanto a la frecuencia de aparicion y la severidad de las
caracteristicas clinicas. EL ndmero y la severidad de los sintomas
varian entre los pacientes de diferentes familias e incluso entre

pacientes de una misma familia.3¢’

JULIO - SEPTIEMBRE 2002

Las manifestaciones iniciales suelen estar relacionadas con el sistema
nervioso y pueden incluir hipotonia muscular, crisis convulsivas
tonico-clénicas y mioclonicas. Estos sintomas no son especificos de
esta patologia, por lo que en muchas ocasiones no puede realizarse
un diagndstico clinico certero. Otros sintomas tempranos muy
comunes son la presencia de problemas respiratorios como la
taquipnea, hiperventilacion, estridor y apnea, también puede
presentarse dermatitis seborreica o atopica, alopecia parcial o total
y conjuntivitis. La aparicién de ataxia y retardo en el desarrollo suele
ocurrir en fases mas avanzadas de la enfermedad. En muchos pacientes
también ocurre pérdida de la audicién y una variedad de problemas
opticos, como puede ser la atrofia optica.®**”  EL sistema inmune
aparece alterado en algunos individuos y pueden ocurrir infecciones
bacterianas o flingicas cuando la deficiencia de biotinidasa no ha

sido tratada.?3"3®

Desde el punto bioquimico se ha reportado en algunos pacientes
la acumulacion de metabolitos en la orina (aciduria organica) y en
la sangre (acidosis cetolactica), conjuntamente con un incremento
en la concentracion de amoniaco.”’”  Estas alteraciones bioquimicas
pueden provocar dafios a importantes drganos como cerebro, piel,
oido interno, ojos. Los nifios con deficiencia de biotinidasa que no

son tratados pueden desarrollar un coma y finalmente morir. 363

La manifestacion de los sintomas de la enfermedad no resulta
simplemente del grado de deficiencia de la enzima, sino que ademas
depende de la interaccion con otros factores.*® Entre esos factores
se pueden sefialar la disponibilidad de biotina exdgena y la

alteracion en las demandas metabélicas de esta vitamina.

Algunos investigadores defienden el criterio de que la aparicion
de los sintomas en los individuos deficientes puede tener su origen
en la presencia de una infeccién u otras enfermedades no
relacionadas, provocando que los requerimientos de la vitamina se
incrementen durante el tiempo de estrés y el organismo sea incapaz
de cubrir las necesidades de biotina.*® También el grado de
deficiencia puede deberse a la presencia de diferencias en la
constante de afinidad (Km) de la enzima; por ejemplo se ha
detectado en algunos pacientes un tipo de biotinidasa que presenta

una cinética bifasica.*

Diagnostico y tratamiento de la deficiencia
de biotinidasa

Varios tipos de ensayos y sustratos (naturales o artificiales) han
sido empleados para determinar la actividad de la enzima. Entre
ellos se incluyen mediciones enzimaticas,*? radiométricas,*4
colorimétricas’#>4 y fluorimétricas.*’-4¢4°%0 Algunos métodos

requieren derivatizacion*’ y separacion cromatografica de los
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productos.“**%52 E| método méas empleado para determinar la
actividad de la enzima biotinidasa, tanto para el tamizaje neonatal
de la enfermedad como para el diagndstico de nifios con sintomas
clinicos, es el que emplea el sustrato biotinil-p-aminobenzoico
(BPABA).“#¢ Es un método colorimétrico sencillo que se basa en
la determinacion de los niveles de acido p-aminobenzoico liberado,
producto de la accién hidrolitica de la enzima y empleando
diferentes modificaciones de este método ha podido determinarse
cualitativa y cuantitativamente la actividad de la enzima biotinidasa
en cultivos celulares, sueros y muestras colectadas en sangre seca
sobre papel de filtro.##¢  Otro método muy empleado se basa en la
medicion fluorimétrica de 6-aminoquinolina, obtenido de la

hidrolisis del sustrato biotinil-6-aminoquinolina.*-*

La deficiencia de biotinidasa se clasifica atendiendo al
porcentaje de actividad enzimatica. Individuos con deficiencia
total o profunda presentan una actividad inferior al 10 % [< 0.7
nmol/min/mL] de la actividad media normal en suero.?? La
deficiencia parcial se diagnostica en pacientes que presentan niveles

de actividad entre 10 y 30 % [0.7-2.1 nmol/min/mL].

Los investigadores concuerdan en el hecho de que la deficiencia
de biotinidasa debe ser diagnosticada antes de que aparezcan los
sintomas de la enfermedad. El diagnéstico se realiza, por excelencia,
en el periodo neonatal, aunque se han descrito algunos casos en el
periodo prenatal.**5%  Los nifios con deficiencia de biotinidasa no
desarrollan las manifestaciones clinicas hasta después del
nacimiento, debido posiblemente a la acumulacién de biotina en
el higado de los fetos, obtenido de la madre a través del gradiente

transplacentario.>®

El tratamiento de la enfermedad con dosis de biotina entre 5
y 20 mg/dia, puede resolver y revertir muchos de los sintomas
clinicos. 315657 Sj el tratamiento es tardio, las deficiencias
auditivas, visuales o de desarrollo fisico y mental pueden ser
irreversibles, aln después de la terapia con biotina. Por ello es muy
importante que la deficiencia de biotinidasa sea diagnosticada en
el periodo neonatal y de esa manera el tratamiento se pueda iniciar

antes de que aparezcan dafios neurolégicos permanentes.3 >

Aunque la terapia con biotina ha sido empleada en muchos
casos de manera empirica, debido a que se desconocen los posibles
efectos dafiinos de la acumulacion de los metabolitos de la
biotina en el organismo humano, se ha observado que el
suplemento de esta vitamina no influye sobre la composicion de
los derivados de biotina en la orina y en el caso especifico de la
deficiencia de biotinidasa la excrecion de biocitina no aumenta

con la suplementacion de biotina.®®

Programas de tamizaje neonatal de
deficiencia de biotinidasa

Cerca de un centenar de casos de deficiencia de biotinidasa han sido
descritos en todo el mundo. La incidencia de la deficiencia profunda,
obtenida a partir de los resultados de los programas de tamizaje
neonatal ha sido estimada en 1:110 000. La incidencia teniendo en

cuenta los casos de deficiencia parcial es de 1:60 000.%

El tamizaje neonatal de la deficiencia de biotinidasa se justifica
por el hecho de que el diagnéstico y tratamiento tempranos son
fundamentales para evitar un dafio irreversible del sistema nervioso
central y la muerte provocada por la acidosis metabdlica, por lo
que también es importante considerar el diagnéstico de la
enfermedad en casos con una presentacion clinica compatible.
También se ha considerado la posible asociacion del sindrome de

muerte stbita del lactante® con la deficiencia de biotinidasa.

El tamizaje de la enfermedad presenta algunas dificultades entre
las que se encuentran la pérdida de actividad de la enzima en
muestras de sangre seca sobre papel de filtro almacenadas a
temperatura ambiente (23-25°C) y las interferencias que se producen
en la sefal al emplear los ensayos colorimétricos, debido al uso de
farmacos que contienen aminas aromaticas primarias en el
tratamiento de la madre o el nifi0.%% Sin embargo, la conservacion
adecuada de las muestras garantiza la medicion correcta de la
actividad enzimatica y la realizacion de las determinaciones
simultdneas en ausencia y presencia de sustrato, permite descartar
la interferencia por farmacos y la formacion del complejo coloreado

alin en ausencia de la enzima biotinidasa.

Las dificultades para realizar un diagnéstico clinico certero de la
enfermedad debido a que muchas veces no es considerada en el
diagnostico diferencial de nifios con una expresion variable de sintomas
cutaneos y neurologicos, el hecho de que la deficiencia resulta en
anormalidades neuroldgicas irreversibles, la existencia de métodos de
diagnoéstico simples y poco costosos, el tratamiento rapido y efectivo,
una incidencia del desorden similar a otras enfermedades incluidas en
programas de tamizaje y la positiva relacion costo-beneficio para la
sociedad, hacen que la deficiencia de biotinidasa cumpla con los
criterios para su inclusion en los programas de tamizaje neonatal. De
ahi que paises como Estados Unidos,* Escocia,®® Espafia,®? Argentina,®
Austria,® Japdn,® Turquia,®® Italia,®” Bélgica,®® Suiza® y Brasil”® han

incursionado en el tamizaje de esta enfermedad.

En México es obligatorio’ realizar el tamizaje neonatal para la
prevencion del retraso mental por hipotiroidismo congénito,
mediante la determinacion de tirotropina (TSH) en sangre extraida
por puncién del talén o por venopuncion colectada en papel de

filtro. A partir del afio 1998, un grupo de investigadores introdujo
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en el pais el tamizaje neonatal ampliado, el cual permite diagnosticar
enfermedades en el recién nacido que son relativamente frecuentes y
faciles de evitar. Entre esas enfermedades se incluye la determinacion
de la actividad de biotinidasa en muestras de sangre seca sobre
papel de filtro, lo cual es de gran importancia pues permitira ampliar

el conocimiento sobre esta enfermedad heredo-metabdlica.”
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