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CARPITULO I

10S ERRORES INNATOS DEL hETABbiISMD

I individuelidad de los organismos s5 wa fenémeno
complejo cuyo andlisis con’ ‘fraﬁmncia 5" subvalorado b
afin ignorado, ~En‘el;caso de.la especis humana. 2 ‘nadie
sorprende que en unB pvblacién de';és ds 6000 millonﬂs
ds individuos,’no se’ anouentrnn nunca 2 seresicon. ras——-
gos faciales 1dénticos. salvo, cTaro aa'c&, ‘en o1 caso de

gemsalos nonocigé‘cicos. Por el cuntra.nq, 1o sorprenden-~

te serfa encontrar a 2 indlvid\ws que ;.10 siendo " gemelos,
fusren 1dénticos.

Sin am‘nargu ’ 1a. cla.ridaﬂ
: dividualide.d = nive

préct nt 'desapa:race 8l considerarla’desde una peres

& qus ‘61 hombre dis—
anatomo-facial

pectiva molscular. Ello no deja de ser paradéjico ya
que en o1 ltimo anklisis esa individualidad anetomo-fa-
ciel no es més que la expresién finel de su individuali-
dad molecular, modulada por el medio ambiente en el que
se desarrolla. Ia importancia.‘ﬂo este tipo de considers
ciones va mds alld de un valor puraménta académico ya
que muchas manifestaciones ds diversidad anatémica, fi--
siolégice, patolégica y afin sicolégice y sociolégica so-
1o podrén llagar a ser apreciadas de una manera més 1dgi
ce ¢ integral en la medida en queé nuestros conocimientos
sobre la diversidad molecular de los organismos en gene—
ral y del Hombre en particularséan més completos, Este
+ipo de estudios nos permitird llegar, finalmente,. a uza

imagen cada vez més rica y completa dé la especiacién y



y evolucién de los organismas.
Consecuentemsntg;' 61 se ‘acepta que la variemcién indivi—

dual, la.salud y:la enfs;'madad egtan controladas por mecanis—

mos genéticas en contlnua interadeién con el mediu embiente,

no deberfa;ds)sorprender la extrdordinaria gama de diversidad

individual’ ex ts}zte en 1a especis humana. Esta enorme varia
bilmad pumie 11ustra.rse de una nanera dram&tica al conside——
rer que-la hetsrucigocidad pronedio calculada para la sspecie
humana-és dé’un 6.7 % { DobzhansKy, et.al., 1977). .5i’el nf-
mero: haploide de genes estructurgles en una cédlula humana es

de aproximadamente 100,000 , entdnces un ser humeno ser&,. en
promedio, heterocigoto para wnos 6,700 loci. Bn funcién’de
las combinacionss posibles entrs dichos loci, ese individuo
podria, potencialments, producir wnas 26790 cgluias germing.
les diferentes o bien, expresado en base 10, 102017 celulas
germinales. |EL nfmero total aproximado de 4tomos en el uni-
verso. es de ‘solo 1059 H
La-mejor apreciacién de este fendmeno ha sido posible
gracias a las contribuciones de diferentes modelos experimen
tales de la gonética y bioquinicd humena. Sin embargo, no es

aventurado considerar que algunas de las contribuciones més

4importantes han surgida del estudio de los errores imnatos -
del matabolismo, los cuales pueden definirse como alteracio—-
nes bioquimicas genéticaments determinadas debidas a defectos
congénitos especificos en la estructura o funcionamiento de

moleculas proteicas (Rosenberg, 1980). El término fue acufia-
do a principios del siglo por Sir Archibald Garrod para des—-
cribir algunas alteraciones metatflicas humanas estudiadas —-

por €1 teles como la alcaptonuris, el albiniemo, cistinuria y



pentosuria, ‘En sus .Croonien Isctures en 1908, 1legé incluso

a definir ‘las ceracteristicas genticas y bioquimicas més so-
bresalientes de este’ tipo. de problsmas, 50 aflos antes’de que

pudiera obtenera ‘una’ corroboracxén hzoqulmcs (Iady, et.al.,

1958). -En"dichas con.fs‘runcias mepcxoné ‘qué s’ WEL concepto de
me-abolismo: en’ bloqus ©¢st4 cediendo su lugar el de metabolis-

mo. en cempaz‘tlmlentos Dla con dia gana terrenc 1a idea e

que cada paso sucesivosen; la sintesis ¥y aagradacién... de -

como:talss, estando sujetos a un cambio
postariun,‘ mo: estuvieran formados, - Si fallara -
cualquiara 08l proceso, el producto intarmsdia

rio que:e aenel punto de la falla escaparia a.un can~

bio posteridr, -de- la misma manera qus cuando se detiens una

pelfcula’ c‘inem'at gréfiea ¥ las figuras en movimiento guedan
con un pie‘ an el aire, . Todo lo qus se sabs del curso del ca-
tabolisma tiende 2 mostrar que en tales circunstancias el prg
ducto intermediario serf sxcretado como tal, mas que ser pro-
cosado a lo largo de 1fneas anormales” (Garrod, 1908).

Los conceptos bésicos sobre la patogenia de este tipo de
dlteraciones pudieron ser enunciados al estudiar Garred una
alteracién metabélica conocida como aleaptonuria. Esta alte-
racifn se caracteriza por la excrecifn urinaria de grandes
centidades de 4cido homogent{sico (alcaptona), el cual normal
mente no se encuentra en la oriné. - Durante los primercs minu
tos posteriores a la miccién la orina tiene un aspecto normal



pero répidamente. s8 - torna negra debido a'la oxidacién del dei
do homogentisico: I}xce;ﬁto por el hecho da que 108 indivie——
duos afectados por esta altsraciﬁn pueden llegar a desarro——-
1Yar en la edad adulta-un tipo de artritis conocida como  ocro
nosis, mo presentan ningina otre manifestacién y son por o
demds sanue.

Aunque nunca antes se habfa encontrado 4cido homogentisi
co en algin tejido de individuos normales, Ga;rod,&bsqryd que
cuando se adninistraba oralmente & sujetos aloaptoniricos,

¢stos Yo sxcretaban en cantidadss ‘todavia mayores' por: orinay

mientras que si se le daha a imi:widuos normalss, +dicha sus~—
‘tancia no aparecia en -l

‘Por: otrﬂ parte, cuando a in-

" dividuos alcaptonﬂncos seles ‘dabaruna-dieta rica en protei—

nas, la excrecién’ do1 £oido” tamhiﬂn aumentabs. Pudo determi-
nar que ‘dos aminoéciaos

enile.lanina y tirosina, al ser ad--

mmistrados sn:forma®pura, provncarcn la excrecién aumentada
ds deido homogentisic
dieta rica en proteinas

N avamunte, individuos normalss.con

o‘eon ‘la; adninistracién de los amino-’

4cidos arométicos:p
cho &cido. -
Este tipo de eXper:
Garrod inferir qus s
mogentisico en liq dc;s;
normales, dicho & g

an ol catabolismo de fenilalanina y tirosina’y qué’su scumila

cibn en individuos alcaptoniiricos deberfa Gcurrir por. una de-
Ticiencia en la degradacién del mismo por la falta de.alguna
activided enzimitica. Como se menciond lineas arriba, debie-
ron de pasar mds ds 50 afios para qus le oxidasa del 4cido hom



by

mogent{sico" (La cual cataliza la'conversién del Acido homogen
tisica a meleuacutoacénco) fuera . identificada como la: res——
ponsable ds la- all:ap‘tonnria (F;gura 1).

Por ‘otra parte, Garrod observé también que esta slterac

cién mstabéhca, nunque dé-baja freuusncia, tsnia une’ marcada

Garrod mterpreté a{la s.lcep'benuria comc una alterac:én'cau—.

sada por una dsficiancia cong{nita 8o una anz:.va en perticu—
lar debida a 15 presum:ia en.dosis dobls e’ un; factor gene—

mendeliano anomal Una mplicacidn mportants a6 ‘asta idea

fue la de que .de alguna manera. el alelo normal de dicho Bem

es nocesario para la formacién ae la enzima:én.un organismo’
normal. .- Es" sumamente Hntarsséx;t& sefialar en e‘steyuﬁi:o'qug o
esta fue la primera vesz que los bitloges contaron “19’,‘; ayi&gq—
cia sugestivs‘n de'que los . genésejercen su efecto an:eliorganis
mo airijiends le sfntesis de enzimas y otras proteinas.
Sin embargo, la extraordinaria trascendencia de estas ob
servaciones surgidas del estudio de la gendtica humena pasa-~
ron totalmente desapercibidas e la comunidad cientifica de la
época. - Aflos m4s tards, al reflaxionar sobre este hecho,
George. Beadle escribif: "yPorqué el trabajo de Garrod no fue
apreciado y asf, olvidado? Pue bien conocido a Bateson y se

refiri6 a ¢1 en su libro iendel's Principles of Heredity dz
1209, - Ia edicién de 1920 del libro de texta Geneties and




ERRORES INNATOS DEL METABOLISMO
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Eugenics de W. E. Castle, cita el artfculo ds Garrod de 1902

sobre alcaptonuria én-la hibliograj‘ia, pero no -gs-refiere a

41 en el texto. Deapués, dasapareniG da todes 1os'2ibros es-
téndares de genét:\ua hasta que en 1942 J. B..:S. Baldene en su
New Paths in Genetics discutié la alcaptonuria en el contexto
el metaboliemo de”fenilalanina y tirosina y de su control ge
nético... Me parece qua; como Mandel, Garrod estuvo tan ade~
lente de su' tiempo, gue los bioquimicos y ganetistas no esta-
ban listos para contmi:lar seriamente su concepto reaccién-

enzima-gene.. .Como el trabajo de lendel, el de Garrod permapg
¢i6 para ser redescublerto independientements a un tiempo més
favorable en el desarrollo de las ciencias bioldgicas, Sospe
cho que ﬁnjcomﬁonen{e ‘comfin & importants de un clima no recep

tivo, en:estos dos ejemplos, es el sentimiento persistente de

que n\mlquiax- cnncepto simple en la biologfa debs estar sgui-
vocado" (Bendlu, 1965).

De ‘la misma’ menera,. en 1958, el recibir el premio Nobel,
Beadle s6 refirié al trabajo de Garrod en 1los siguientes tdr-
minoss De. esta mamera larga e indirecta, primero en Drosophi
la y luego en Neurospora, hemos redsscubierto 1o que ten cla-
ramente visualizé Gerrod hace tantos afios. Ahora conocomos
su trabajo y estamos concisntes de que en principio hemos con
trivuide muy poco, si es que lo hemos hecho. Trabajemos con
un organismo mis favoradle y.fuimos capnces de- producir, casi
a voluntad, errores innatos del metabolismo para casi cual--—
quier reaceién quimica cuyo producto pudiéreamos suplementar a
través del medio. Consecuewsemente, fuimos capaces de demos-
trar que lo qus Garrod observé para. algunos genes y unas cuan
tes reacciones quinicas en ol Mombre ea:vélido para muchos g



nes y muchas reacciones en Neurospora" (Beadle, 1959).

El estudio de este tipo de elteracionss por parte del
bi6logo molecular ha trascendido. las solss implicaciones cli-
nices. Actualmente, son cada vez més los espucialistas'qus
reconocen la importencie de los errores innatos el metabo— '
1ismo como modelo experimental para el estudio:de 1: pi:ologie

molecular del hombre. Auwque serfa absurdo neger las decisi-
vas contribuciones derivadas del emplec de modelos héctaria—-

nos'y de eucariotes sencillos, tampoco deja de ser ciertd la

aseveracién-de”Pope: "Ia Humanidad se estudia apromudamann

500" a’través del hombre,

as’vias'y mecanismos metabﬁlmos normales en
el hombx'e han pcﬂiﬂo ‘ser definidos msdianta 51 estudio de. es-
te tipo de errnrqa metabélicos. Asi pur uJumplo, el estudio

de los defectos enziméticos en la fenilcatonurid, elbinismo

¥y eleaptonuria permitié obtener informacién fundamental acer-
ca de las vias metablicas de los aminofcidos erométicos,
Buena parts de nuestros conocimientos actuales sobrs el meta~
bolismo ds los carbohidratos ha derivado de investigaciones

8. De la mig

me menera, muchos aspectos ds las vias metabblicas de las pu-

sobre galactosemia ia y las gl

rines y de las pir han sido « gracias a alte
racionss como 1a gota, el sindrome de Iesch-Nyhan, la acidu--
ria or&tiea hereditaria, ete. « Por otra parte, se ha podido
llegar & dilucidar importantes conceptos genétices a través
el eabudio de -este tipo de alteraciones, Uno de estos com--
ceptos 1o constituye, sin duda alguna, ol hecho de que las

serias ias, f 3 letales de estas altera-

ciones, pertenccen realmente a una continuided de eventos mu-



tacionales: (Pigura 2): - Enuno ds los sxbremos d ests Gonti-
nuidad ds eventos se Bncnx;trarian"aquallss mutaciu{;os extraor
dinariemente raras qusderfan urig"en a slteraciones como la

galactosemia’'y 1a enformedad ds orina de jarabe ds arca.  Es—

tas mutaciones son, , bles de graves

anormalidades clinicas y bioguimicas, -En el otro extremo se
encuentran las mutacionss de frecuencias muy elevadas que con
dicionan genotipos responsables de ma}xi{astae‘ioneq tales. como
los antiganos de superficie de los glébulos rojos (4rupos san
guineos), 1a especificidad de la estrustura.ds anbicuerpos,o
los requerimientos de &cido ascérbico. (Rosenberg; 1980). . Com
mo Harrisha sefialedo, los individuos’ con sangre tipoyo/p\‘xaﬂun
ser considerados como afectados por un’error imnato’ del meta-
bolismo resultante de un defecto en'la. enzims: genei-adora é,a‘
los ant{genos de superficie Ao B (Barris, '196’1)"’ Sin_ embar—
g0, este errortafecta" a cerca del 50°% de 1a poblacién muns

disl 'y, excepto en los accidentes.por. transfusién, no causa
ninguna patologfa demostrable, Da-igual manera; todos los
seres humanos carece de la enzima que conviert;s aila I-gulong
lactons en deido aseérbico awngue’ esta carencia no tiene nin-
guna consecuencia clinica o bioquimica mientras se ingisra sy
ficiente 4cido ascérbica.

Es posible ampliar todavia més este concepto dé continui
ded en la incidencia de mutaciones. = En los fltimos afios se
han reconocido con mayor frecuencia fenotipos clfnicos.o bio~
quimicos especi{ficos producidos por diferentes genotipos,.fe-
némeno denominado heterogeneidad gendtica. E1lo no es més
que la cxpresién de une continuidad en la incidencia de muta~

cionses a nivel de un solo locus. Para ilustrar dicho fenme-
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no considérese el caso de la cadena’beta de ‘la hemoglobina hu
mana para la cual sa han descritom4s de 100 casos diferentes

de mutaciones, puntales. “ BN michos-de’ esos: casos, las manifes

on similares & pesar de ha-

taciones. clinicas’ —fenotipos-

‘ber sido.condicionadas’ por.d:

08’ genotipos.

Pera e caso de 1la’gluc fosfato: deshidrogenasa 56

han reportado dos varian
aminodcidos diferentés  (Kirkman, 1971; Yoshida, 1970) pero
con manifestaciones clinic

1das a sustituciones tnicas de

‘similares consistentes en una

predisposicién’a la anemia hemolitica. Co
Ia heterogeneidad gen¢tica pusde ser el resultado de mu~
noalélicas. En el primer.caso, 61 feno=.

taciones aldlica:
+tipo comén e la consscuencia de més de una matacién en un lo
cus (alel6) mientras que on el segundo caso es'debido a muba~
ciones enlooi diferentes. Las mutaciones. alélicas pueden; a

s\:\ vez, ser subdivididas en homoaldlicas cuando en une cadena

polipeptidica ocurren en el mismo sitio sustituciones de dife
rantes residuos de aminodoidos y en heteroalélices en las qus

las sustituciones de diferentes residuos de aminodcidos ocu—

rren en diferentes sitios del polipépbido.

Independientemente de cual sea el tipo de mutacién produr
cida, las consecucncias de dicha mutacién se reflejardn prima
riaments en la actividad de la proteina para la cual codifica
el gene afectade. Actualmente se sabe que la mayorie de los
errores innatos del metabolismo son heredados clinicamente de
manera autosémica recesiva, De hecho, son relativamsnte poco
frocuentes aquellos errores hercdados de manera dominente.
Una razonable explicacién a este fenémeno es la de que la ma—



1A

yoria de las enzimas se encuentran’ presentea en exceso con
respecto @ la actividad realmenta, .neceitada por la cflula en

un momento_ dado. LaDu yisus asocn;dns caleularon qus, bajo

condiciones. Gptimas 1 oxidasa del Acido homogentisico po-—-
00 Veces la ?ax?tida)d habitualmente

: buyed a1, 1358

’;a “edlul Una reduccién a la mitad

de esta actividad en un individuo heterocigoto para el gene

drde meteboliger
existente’ del ol

de la oxidasa.no llega a producir, por lo tanto, un blogqueo

significativo en la via metabélica de los aminodeidos fenila~
laning y tirosina, de’ los cuales deriva el 4cido homogentisi-
co, ni tampaco un cuadro cli.ntco evidente. Situacionss siini-
lares deben de existir para la gran mayorfa de los:errores:in
natos del metnbolismo, lo

ouales o dingnostioatiles: clinica
mente solo cuando el ind;virluo o5 heterocigoto’ para: el gene
mutante. .

En el caso de aquellos srrores hax‘edados ‘demanere domi~
nante es nécesario invocar qué las enzimas responsables de la
manifestacién de tales alteraciones deben de ser sintetizadas
en tal cantided que wna reduccién a aproximadamente la mitad
de la actividad normal serfa limitente y conduciria a un semi
bloqueo de la via metab6lica. Un ejemplo lo constituye la
hipercolesterolemia familiar, enfermedad én la que la canti--
ded de receptores funcionales para el complejo colesterol-li-
poproteina de baja densidad en la superficis celular, no es
suficiente ni siquiera on los hetsrocigotos (Brovm, 1976).

Consideradas desde otra perspectiva, las alteraciones
vioquimicas més frecuentements observadas en los errores.inng
+to0s del metabolismo son, en términos generales, aguellas debi
das a deficiencias de algfin precursor, acumulacién del precur
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sor, utilizacién aumentada de vias alternas o una alteracién
en el control de ratroalimentacién de 1a via matabdlxcn afec—
tada. D¢ cada uné de estos tipos de alteraciones. teérxcns se
cuenta con sjemplos concratos. ‘Asi, en la‘ enfermedaﬂ de

Hertnup, caracterizada por ataxia cerabelosn ¥:demencia ‘empo,
rael o permanente, los pacientes aj‘ectados no te'bizsn canti
dades suficientes de nicotinamide pur falca 3 triptctano ya
que 81 sistema de transporte intestinal pars este metabolito
se encuentra alterado. De esta manera, una ﬁg.la en'el trans
porte metabdlico. condiciona la deficiencia’del ‘precursor.

En el caso de la gelactosemia, la falta de actividad de
la galactocinasa es la responsable de ‘que se acumulen grandes
cantidades de galactosa con las consecuentes manifestaciones
clinicas, .

Ia fenilcetonuria ilusira claraments como una alteracién
enzimftica (fenilalanina hidroxilasa) obliga el metabolito a
continuar por una via metabblica. colateral (Figura 1), ocasig
nando de este manera la elevacién de otras sustancies propias
de dicha via colateral. PEn este caso son los 4cidos fenilacd
tico, fenildctico y fenilpirdvico los gue se sncuentran sleva
dos ademés de ia fenilalanina.

Un error innato del métabolismo ocasionado por una defi-
ciencia de: producto puede ejemplificarse con el cretinismo de
bido a wna deficiente sintesis de la hormona tiroidea, Esta
deficioncia en la sintesis puede deberse a una falla sn cual-
quicra d¢ las enzimas que participen en la blosintesis de la
friyodotironina y la tiroxina a partir del aminoécido_txrosi—
na. ’ - ;

Finalnente, en algunos casos de. goba primaria, enferme-—
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ded en la que hay una considerable elevacién de 4cido drico,

dicha elevacin parecerfa deberse a wia incapacidad de las pri
meras enzimad alostéricas de la Via da hiosintusis de las pu-
rinas de obsdecer las sefiales dy los moduladores negativos hi
poxantina y adenina, con la r
&cido trico.

tante proﬂucuén elsvada de

Durante muchos afios ‘61 daacuhrimientv ‘de este -ipo de e-
e 1 itado al ané.’us:.s cualitative

Trores estuvo préct;cams

¥y cue.nti‘tat:.vo de sEngra 1 Sin:embargo, durante los
d1timos 25 eﬂos rmevas v .més yoﬂarosas téenicas bioquimices

han parmitido dssuuhrir una enorme cantidad de errorss matabé

Yicosy Tentro de‘ estas téonicas destacan el andlisis bioqui-
mico y:enzimftico do muestras do diversos tejidos (nfgado, ri
fién," mfisculo, ‘bazo, cerebro, eritrocitos, leucooitos, ete.) y
61 uso'de cflulas en cultivo. La whilizacién ds esta dlbima
techica eén’sspecial ha brindado a la genftica humana enormes
posibilidades de avance al reducir la complejidad de un-ser
humano_compléto_a un mivel uniceluler sin afectar su eseheia
sucariética (Carrel, 1912; Eagle, 1955; Eagle, 1959; Kruoth{
196%; Puck, et.al., 1957). Gracies a ello ha sido;posible
Ileger inoluso al diagnéstico pronatal de varios de, 4stos pa-
dscimisntos mediante 61 anflisis bioquimico del 1l{quido. amnif
tico y 8l c.;ﬁifcivo ¥y posterior estudio de las:cdlulas de desca
macién presentes en dicho 1fquido.

NMediante el uso combinado de esta metodologle se han deg
cubierto, arrores metabélicos- que afectan 8l metabolismo de mg
1léculas pertenec;entas a cualquiera de:las cuatro grandes fa-
nilies, a saber: carbohidratos, lipidos; aminodeidos y deidos
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nucleicos. - Adems de estos errores se han descrito muchos o~
tros que afectan el transporte de moldculas. as{ como otros
que por sus variadas caracteristicas no pueden agruparse en
ninguno de 1os gripos menolonados.  En 1a tabla 1 estén lista
dos algunos de los errores innatos del transporte molecular;
1a tabla 2 1ista los errores mds importantes debidos a defio—
ciencies enzimfbicas especificas y la tabla 3 agrupa a otros
errores misceldneos, »

Seguramente qua pocos aspectos de le fisfologia huména
pueden llegar a ser tan fascinantes para el bilogo como el
e las llamadas funciones superiores del sistema nervioso cem
traly a sabsr, la memoria, el aprendisaje y la conciencia.
Aunqus todavie estd muy 1ajo‘s 6l dia en el que se llegus a
contar con explicaciones fundamentales para estos fenémsnos,
la biologfa molecular, a través de los errores innatos-del ‘mg’
tabolisma, comienza ya a realizar los primeros intent‘pa enoa-
minados a 13 solucién del problema. !

La sxpresi6n l6gica y racional de fenémencs como la memo
ria y la conciencia d penden fundamentalmente del’corrscto
funcionamiento del cersbra. Pero, a su vez, el funcionamisn-~
to del cerebro y del resto del tejido nervioso es deﬁendisnts
de las reacciones qufmicas ocurridas en la c€lula nerviosa.
Ds hecho, el cerebro y el sistema nervioso son mds senaible——
mente dependientes a la velocidad de las reacciones quimicas
que ningén otro érgano. Por ello, -investigadores como Linus
Pawling creen que muchas de las enfermedades mentales son caw
sadas por velocidades de reaccién anormales detsrminadas por



TABLA 1

r

ERRORES HEREDITARIOS DE TRANSPORTE

DE MEMBRANA "

e Alteg'a,cién

Sustancia involucrada

Acidosis renal tubular I
hAcidosis ranal tubulu i1
l\lﬂmuani\iuria di‘bésiua

Enfermedad de- Har'onup N

Esfsrocitosm hsradibarin -

Glicosuria renal .
Hipercintinuria
Im.noglieinuria -
Raquitismo mpofosrntsmica

‘bicarbonato
hidrogenién
lisina, arginina, ornitina
v1tam1na Bp

cistmn, ligina, az‘g;:Ln:ma,
ornitina
iodo

eminoécides monoamino-mono
carboxilicos

sodio, ague -

glucosa

cistina

imino4cidos, glicina
fésforo, calcio

lodificado de Rosenberg,- 1980,



TABLA 2
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ALGUNOS ERRORES HEREDITARIOS DEBIDOS A DEPICIENCIAS

DE ENZIMAS ESPECIFICAS

ALTERACIONES DEL METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS

Alteracién

Enzing

fnemia hemolitica I
Anemia hemolftica II
Anemia hemolitica V
Anemia hemolitica VI

Deficiencia de galactocinasa
Enformedad de atesoramiento. ds
glucbgene I (Von Giorke)
Enfermedad de atesoramiento de
glucbgeno II (Pompe)
Enfermedad de atesoramiento de
glucbgeno V (MicArdls)
Enformedad de atesoramiento de
glucégeno VI

Fructosuria

Galactosemia

Intolerancia a disacéridos I .
Intolerancia.a disac4ridos II
Intolerancia a disacdridos IIX
Intolerancia a la fructosa

Pentosuria

hexocinasa
fosfohexosa isomerasa
piruvato cinasa
glucosa~6-fosfato
dsshidrogenasa
galactocinasa

glucosa~6-fosfatasa
alfa-1,4-glucocinasa
fosforilesa (misculo)

fosforilesa (hfgado)
fructocinasa (higado)
galactosa-1-fosfato
uridil trensferasa
invertasa

invertasa, maltasa
lactasa
fructosa-1-fosfato
aldolasa

I-xilulosa reductasa
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TABLA 2 —continda—
ALTERACIONES DEL VETABOLISHO. DE LIPIDOS

Alteracién 17 St Engzima

Deficiencia de: lipasa’ - Vlipasa (pancrsétlca)
Enfermedad de Fabry ceramido’ trihexosisidasa
Enfermedad d¢ Gaucher . " gluco ebresmasa

Enfermedad de Niemann-Pick esfingo mlmasa
Enfermedad de’ Wolman . lipaaa feida .
Gangliosidosis Gy (I 'y II) beta-galactoc:.dass.
Gangliosidosis Gyp I (Tay-Sachs) hexosaminidasa’ A"
Gangliosidosis. Gy II (Sandhoff) hexosaninidasa Ay B

Isucodistrofia metacromética . . arilsmfatésa A
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TABILA 2 ~continfa~
ALTERACIONES ‘DEL - METABOLISHO * DEAMINOAC IDOS

Mteracién® N Engine

Acidenmia isovalérica isovaleril-CoA deshidro-

genasa

Acidurie fnica S ar 3 liase

Aciduria metilmalénica: . : * matilmalonil-CoA mutasa

Albinismo * tirosinasa

Alcaptonuria oxidasa-del fcido homo-—

SR gentisico .

Argininemia - © arginasa

Citrulinemia argininosuccinato sinte-
tasa

Cretinismo bocioso iodotiros{n dehalogenasa

Enfermedad de orina de jarabe ds deshidrogenasa - de cetod-

arce cidos de_cadena ramifica
da

Penilcetonuria fenilalanina hidroxilasa

Hidroxiprolinemia hidroxiprolina oxidasa

Hiperamonemia ornitin transcarbamilasa

Hiperoxaluria I alfa-cetoglutaratorglio-
oxilato carboligasa

Hiperoxaluria II glicerato dashidrogenasa

Hiperprolinemia I - prolin oxidase

Hiperprolinemia IX . pirrolin carboxilato des—
hidrogsnasa

Histidinemia histidasa

Homocistinuria . cistationin sintetasa

Tirosinemia I p~hidroxifenilpiruvato
oxidasa

Tirosinemia II tirosina transaminasa

Valinemia N valina transaminase




TABLA -2 -continda~

ALTERACTONES DEL METABOLISHO DE ACTDOS NUGLEICOS

Alteracibn -

‘Enzima

Aciduria oTébic

Aciduria ordtica I
Anemia hemoliticu J(I
Anemia hemolitiea XII

Gota primaria’(unaiforma)

Xeroderma pigmentoso

*orotidilato: fosforilasa .y
' orotidilato dscarboxilasn

orotidilato “accurboxilass
adenoatn trifosfatasa’

~~ndenilato cinasa

mpoxant in-guanin-fosfori:

' bosil: transferasa

endonucleasa

* Modificada de Roserberg, 1980



TABLA 3

ALGUNOS ERRORES HEREDITARIOS: DEBIDOS ‘A-DEFICIENCIAS
I8 ENZIMAS ESPECIFICAS g

ALTERAG IONB MISCELANEAS

Alteracién

Acatalasia

Deficiencia de ttipslndgenu
Enfisema pulmonar
Hiperplasia adrenal I
Hiperplesia adrenal 1T
Hiperplasia adrenal IIT

Hiperplasia adrenal IV
Hipofosfatasia
Jucopolisacaridosis I
Porfiria aguda intermitents

Porfiria congénita eritropoyftica

Sindrome de Crigler-Najjar

fosfatass doide
tripsiﬁégﬁno
alfa-1-antitripsina
21-hidroxilasa
1l-hidroxilasa

3-beta~hidroxissteroide
deshidrogenasa
17-hidroxilasa
fosfatasa alcelina
alfa-I-iduronidasa
uroporfirindgeno iT
sintetasa
uroporfirinégeno III
cosintetasa
glucuronil-transferasa

Nodificado de Rosenberg, 1980



la constitucién gendtica y la dieta as{ como por las concen—
traciones moleculeres de sustanties ésenciales (Pauling, 1968).
En varios casos, se ha pndmu msjcrar 1la salud mental de mu——
chas personas, simplemsnte assgurando la éptima concentracién
de sustancias norma.lmanta presenies en el cuerpo ‘humano. - Un
ejemplo mportanta de una moldcula esencml paTa la salud men
48l es el de’la cianocobalemina o vitam na 812, “‘Una’ defi—

ciencia de esta vitamina, cnalqu:l!ra que sea su“causa, - condu-
ce a nlteraciouas mentales fracusntumente més pronunciadas

que les demés consecunnclns clinlc s, En muchos casos, las
mantalss aaociadaa a 1e anemia perniciosa fueron

observadas’ varios: aﬁns a.ntss de la aparicién de cualquier o—

tre menifestacién’ clin;ca (Wiener y Hope, 1959).

B 1941; Sydenstricker y'Clackley reportaron un exitoso

tratamiento’de- 29 pacientes con sintomas siquidtricos severos
mediante ‘el nso’ e grandes dosis de Acido nicotinico (0.3-
1.5 g/qia)"é:vpesér de que ningfin pacients presentaba un cua-—
aro:clinico‘de’ pelagra ni de minguna otre evitaminosis’ (Syden
stricker y cleckley, 1941)." Por ello, desde 1952 Hoffer y
Osmond  usen dciﬂo nlcetinico en grandes dosis, ademés de la
terapia cunvencional, pera el ’cratmnunto de la ésquizofrenia
(Hoffer 'y Osmond, 1954)" y
Otra - vitami.na que ha Bi
8l tratamiento de nferme
Ademds’ da’; que '\al eacor gcomeﬁA ae sintomas mentales,
#kertelat veports ' ’
traba una.: nayor. capacidaﬂ e oxlﬂsc;ﬁn de la N,N-dimetil-p-

con:cierte frecuencia en

e5 es el ‘4eido ascérbico.

. 957 que, 61 suero de ssquizofrénicos mog

fenilendiamina que el'de’otras parsonas. Posteriormente se
observé qué esta diferencia’ss debida & una menor concentra—
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cién de #cido ascérbico en el suero: de los pacientes esquun—
frénicos. Esta aifarenciale sido atnbuiaa ailos: malog hébi-
tos dietdticos de estos pac:sntus ‘pero también 8 wna -velociie.
dad aumentade del metabolismo del 4cido nscd!‘b
ciente (Hoffer y Osmond, 1960).

‘por el pa-—

$Sin embargo, por lo que respectaa la ssquuofrema Ass

observaciones més interesantes han sidn realizaﬂas por David
Horrobin del Instituto de ].nvestigacldn Tiédica’de Mnntx‘eal,
Canada, ‘D¢ todas las enfermedades mmme,' y

cﬁrac‘csrisﬂcas siccpatol&gicas més apa.rente ¢/ /1as” reaccie-

nes esquizofrdnices, ningune de 1as dafinicloms ‘ha'rscﬂudo

todavia aceptacibn’ universal, : Dahiﬂo a 15 ha‘terogenuidaﬂ de
las mmifestac‘ionss, tal vez fuera més exa(_:to haylar del gru-
po de las esquizofrenias y no penser que cada éon;]unto de ro~
acciones anormales es una sole entided patolégica.  Los sinto
mas generales ds las reacciones esquizofrénices ss reconocen
por la conducta poco comin y extravagente que. incluye una ac-
titud distante respecto al ambiente, perfodos de Gestru§tivi-
dad impulsiva y desplisgues emocionales exagsrados @ inmadu--
ros, Aunque hay un contraste muy llamativo entre un in@ivie-
duo normal y un ssquizofrénico, con frecuencia no existe una
4ransicién abrupta entre ambas personalidades,
Tos estudios genéticos han mostrado en forma constante

que si un miembro ds la familia es esquizofrt{x}ico., el riesgo



pare 10s hermanos y los hijos ss del 7.al 16.% y en"Jos pa--=
dres del 5 a1 10 £. Se calcula que’ en 1as fanilias con los”
don progenitores afectados; ‘el ridsgo eh 1s hijos es del

40 % (Kolb, 1971).- Por otra!parte,Kaliman enco

el trastorno existe en un gemelo monocigético, tan

dera el riosgp pera un. gemelo
(Kallmen, 1953).

En 1971, Horrobin obseryé
prolactina ocasionaba irritabilidad en
56 le aduinistraba (Horrobin, 1380), I

cho con la ssquizofrenia 88 lu e qué desds ‘tismpo atrés se

slacién de. este he—

sabia que todos los férmacos uhl:.zaaos para el tratamiento
de esta sicosis tenian como denominader comin wne gran capaci
dad para bloquear los efectos de la dopamina. Por lo tento,
88 1leg6 a pensar que la esquizofrenia podfa ser causada por
un sumento-en la actividad de la dopamina en el cersbro. Sin
embargo, Horrobin parece haber llegado a una relacién causal
més directa.

En efecto, se sabfa que la dopamina es un poderoso inhi-
bidor de la secrecién de prolactina por lo 'que con esta evi--
dencia y la ohservhcidn sobre produccién de Arritabilidad-por
la hormona, Horrobin empez6 a estudiar los efactos de 1g pro-
lactina en 'un tsjido axaitable qus no tuvxera la: nomplejidaﬂ

- ‘Daesta anera., Wtilizando 61 misculo ds los Va

805 sangufneos. da la ata, e 1leg6 a 1a onoluaisn de’ que 1a”

prolactinag prmmeve a convaruién del écxﬂo graso, ssancial ai
homogamalinolénicos (ADGL) an’ 1a prustsglandina EL(PGEL)  (Fi-

gura 3). Este dnscubrimunto ha sido craacenﬂentzl ya que




TRANSFORMACION DEL ACIDO DIHOMOGAMALINOLENICO EN PROSTAGLANDINA Ef

Prolaclina
——Dopoming

Prostaglondina Sintetase
(Dloxigenasa  + Monooxigenasa}

0
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m:c (40, +XH, —o {9 W —
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,
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Acido DI Homogamallnoienico (ADHGL) Prostaglondina EL (PGE1)
(8,11,14 Elcosatrlanato)

Oopamina: Inhibe la Secrecion de Prolactina.

Prolactino: Promueve la Transformacion de ADGL en PGE |

Drogas Antiesquizofrenicas: Bloquean a la Dopamina.

€00~
+ X H,



predice que los esquizofrdnicos dsben’de tener niveles bajos
de POEL oi es’ queefectivamente existe wia relacién causal en
tre la prcstagle.nd;ma el cuadro clinxco. De»ntr'o‘de‘il'es evi:

dencias 1ndiructa & Lavor

ontin 8l he

cién exceniva de  prostaglindines, -Se sabs también‘é;ué'los'

essquizofrénicos son significativamente més rusistontss el do-
‘papel ‘fundg
mental- en la Bénas:s d¢ la inflamacién’y el daior.

Indepan;
res observacionss, en 1975 Abiullah y Hamadeh publicaron sus.

lor.: En este caso, las prostaglandinas.juegan

entements de 1o sugestivas que son les anterio-

estudios aderca de’la sintesis de PGEL por las plaguetas de-
enfermos mentales sin tratamiento y controles normales (Abdu<
llah y Hemidah, 1975).  las plaquetas de individuos normales,
de pacientes maniacos y de pacientes depresives rssponaieron
al estimulo de ADP convirtiendo ADGL sn PGEL. Sin embargo,
las plaquatas de los esquizofrénicos no produjeron centidades
significativas de PGEL afn a concentraciones élavadas de- ADP,

En ‘la actuelidad, Horrobin intenta elevar por diferentes
medios 1os niveles plasméticos de PGEl hasta valores normales
en pacientes esquizofrdnicos.: De' 1leger a desaparecer el es-
tado sic6tico,!se habrd demostrado claramente la stiologia mo
lecular de”esté padecimiento y se dispondrd entonces de una
torapeditica eficdz y racional.

Una vez mas, €ste no ¢s mas qus el primero de una serie
de pasos que lentaménte ir&n permitiendo tensr una visién més
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complata o integral de los procesos mentales tanto fisiol6gi-
cos como patolégicos del hnmhre. = Con” ello, 15 mayox‘ ccmpren-
5ién del fenbmeno hombre. a nivel’ molsculs.r psrmitu‘é una’con-
templacién més 1légicay: completa dsl m:l.smu a»nival anatémico,

fisiolégico, evelutivo, sicaléginn y, f].nalmentl, secwldgwo.



CAPITULO II
LA ENFERKEDAD DE OI{INA DE JARAEE DE “ARCE
TITRODUCC ION

En 1954 J. H, Menkes publicé sus observacionss acerca-da
una familia en 1a que cuatro. ds 1os sais hijos murieron duran
+te las primeras semanas de vida, . Todos ellos presentaron un
cuadro clfnico. similar consistente en vémitos, convulsiones,
nipertonicidad muscular, detorioro meurolégico répidamente
progresivo y cetoacidosis. Ademds, el signo més sotresalien—
te fue un olor dulzén de la orina, ‘similar el del az\!éar‘ que—
mada o al del jarabe ds erce (Menkes, et.al., "1954’)-' Afios
nés tarde, R. G. Vestall y sus asociados (Westall, et: al.,

1957) sus hallazgos en un nific con importants:dafio’derebral y
olor caracter{stico de la orina. Al analizar musstras-de la
sangre y orina de este peciente, dcscubrieron en ambas mugs——
+tras niveles anormalmente elevados de los aminoécidos leucina,
iscleucins y yalina (aminokcidos de cadéne remificada), En
funcién del caracteristico olor que acompafia a sste enferme—
dad fue denominada como enfermedad de orina de azficar ds arce.
En la actualidad recibe el nombre de-enfermedad de orina de
jarabe de arce (y:no de miel de maple, $érmino ubilizado en
algunes malas traduccionas). |

En los pocos casos descubiertos posteriormente, el cua-—
aro clfnico se ha caracterizado de manera general por la au--
gencia de cualquisr-signologia 'ﬂur‘ante los primeres dfas pos-
teriores al naciniento del nifio afectado. Sin embargs, al £i



sc

nal de la primera semana de vida comienzan les primeras meni-
festaciones de la anex‘madad' apatia (- hiporux:m prograsiva.
Poco deepus mparacen 106 primeros: signos nourolsgicos tales
como dismimxcisn ds. 1us reflejoa

steotsnﬂmosus N nistagmo,

vulsiones, - 4 este cuac}rn 88,

Ia incidencia de)sste enfornedad: S0-
&in datos publi a 8,
vica, su frecuencia para 2 pobls.cién gsnera.‘.\. auropea es de 1
en 120,000 recién nsciaos (an6nimo, 1973) 5 Le ,0ifra obtenida
por el Programe de mtsocién de’ Massachusetts para 1a pobla—
cidn del este de los Estaﬂve Xlniﬁcs 88 de 1 en 290,000 recién
nacidos (Levy, 1?13).

Se han reportado’ casos en los Estados Unidoa, Gren Brata
fia, Francia, Suize, Alémanig, Noruega, Italia, Merruecos, Si-
ria, India, Israsl y Japén asi como en emigrantes de Hong
Kong. Le aparents mayor conéentracién de cases en pafses me-
dicaments avenzados bien podria deberss al hacho de qus para
su diagnéstico se requiers de une tecnologfe relativamente so
fisticada.
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ASPECTOS HEREDITARIOS

El anflisis de 1as,historias.clfnicas permite establecer

que 1a enfermadad 8s hersdada de manera autosémica recesiva.

en plasma y @_ﬁn
Jenkes, , M de’
te, que también:

dena ramifioada Blfa—ce'bo-isocaproicn, a.u o-beba-metilva

lérico y alfu—ceto—:.sovalérien, produuﬂus‘puh l;a transamina-

cibn de los amino&cidos loucina, isolu\icina ¥

alina, respec-
tivaments, primera transformaciénen’ 1a via catabél:\cs de ‘es-
+tos_ aminofcidos (Figuras 4 y 5). Esta_qbsgryac}ép sugirif

que’ el Dbloqueo metabSlico no se: localizaba a nivel:de la ‘.-~

transaminasa’ (la cual cataliza uwna; ruacc:bn revers&ble) sino
muy probablements en sl eiguicnteipaso. métabélico, esto es,
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en el de la dscarboxilacién oxidativa del cotodcide (Dancis,

et.al., 1959; McKenzie y Woolf, 1959; Menkes, 1959).  La con-
firmecién de ssta sospecha fus realizada por Dancis y sus ‘asg
ciados al astudiar 8) metabolismo de sstos aminohcidos en leu
cocitos e pacientes afectados (Dancis, et.al., 1963): " Desen
bri6 qus ‘si bien la transaninacién de dichos amnogémo‘é ocu-
rria de manera normal, los cetodcidos resultantes no sran ds-

caz‘bvxllu.dos apreciablements.

PATOLOGIA : -

Los ustudios histnpatulégxuos del te;]ido narviusa de. pa~

cientes que’ fullzcieron a’ consecuancia g’ nf rmedaﬂ reve-

lan diferentes tipos de leésiones: depandxanﬂo dal momento ‘en

que haya ocurrido la musrte. Cusndo,4sta odurre dentro-de
las primeras semenas de vida no. se encusntra précti amente -
ninguna anormalidad, excepcién hacha de clerto gradoide espon
jemiento dé 1a sustancia blanca como una posills consecusricia
del odema. En el caso de qus la muerte ocurra niéé‘,tgi‘ﬂismen—
- te, los hallazgos més importantes son una deficients mislini-
zacién y una astrocitosis difusa. EL hecho de que no se haya
podido identificar a ningdn producto de degradacién de la mig
lina sugiere que la deficiente mielinizacién debe de ser con-
secuencia de una interrupcién postnatal de su sintesis. .Re—
sulta interesants notar que si el paciente recibié un trata--
miento: dietético adecuado, la daficiéncia en la mislinizacién
no lléga a ouurrir.' )
Los anélisis quimicos del cerabro revelan una reduccién
total de ifpidos,incluidos: los.cerebrésidos y proteclipidos.
Se ha sugerido que pos‘iblementa la-elevacién de los aminobei-
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dop en esta anfermedaﬂ interfiera con la sintesis normal’de
los prntanlipxdes 10 que ‘8 Bu. vez conduiunarin una deficien~
te sintssis ﬂ& minlinn.{
" De eualquiu :
cién entre ‘sstos hallazgoa histopatolégiccs ¥ quim).cos yal

anu-a, d:sta mucho, de estar cla.m la rela~

cuadro climco, ¥ q\m 81 hien podrian sxplicar el ﬂotarioro 2

mental permanante’ en paciantas no tratados, no explica’la apa

riciéi ds los caudros 'neuroléglcus agudos en pacientes bajo
tratanienté pero. con'un descontrol transistorio d & Sus nive—
les plasméticos de vaminoéuidns. Por otro lado, la favorable
respussta al tratamiento a base de dietas bajas en aminofei—
dos de cadena ramificada asf como la répida instalacién del
cuadro clinico en pacientes con un tratamisnto descompensado
hacen pensar’ que ‘dicho cuadro elfnico es producto mAs bien de
la elevacién enormal de ‘slgin o alguncs metabolitos y no por
la Geficiencia de aguéllos. d).ata.'les &l bloquso metabblico.

A este respecto, mﬁltiplss observacionss clinicas hacen Bupo~
ner qus 1a sintomatologfa aguda’estd mds directariente relacio

nada con los niveles elsvados:de:leucina que con los de ‘iso--

lsucina y va‘l:‘ma.‘r‘Aunq e‘;;el‘aro todavia 81 8l "agente

tbxico" més importent L8 cina,’ su cutoécido, ambos com

puestos o todos 1. Acidos 'y cetobcidos de cadena ramifi
at que solo el #cido alfa-ceto-isoca
izacién del cersbslo en cultivo (5i1—

berberg, 1969). ; Pueda "fambién pensarse que los niveles eleva

cada, se +tiene e
proico inhibe :la’

dos de los tres aminodcidos alteren significativaments la po-

za extra e intracelular de -sminofcidos con los t
trastornos en sus sistemss de transporte y sintesis de prote—

inas. N
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Sin eiibargs, sstudios bicquimics efectuados en relacién

con la pelagra han sportado datos sumamenta: interesantes ¥ su

gestivos. Dursnte muchos: afios -se pensé quc 1s pelagra era u-

rros de poca edad
seina, 3.6 % 4
Entre los 30y

les desarrollsron.un fnics de lengua ne gra., squiva--

lente a la'pelagra himana.
rinento’se, realizé oon una’concentracién distétioa ds leucina
de 1.5 & (ain deido nicotinico), ningén animal-‘desarrolls un
cuadro olinico ds lengua negra. Ta administracién ds 300 mie

i sm embargo, cuando el misno sxpe.

ccogramos - de; niacma ~y leucina shora-al 2.7 %$- no'fue sufi--—
ciente para evitar la aparicién de la-enfermedad - (Belavady,
at.al., 1967).

Afos antes, Gopalan y asociados, al sospechar una posi—
ble relacién causal entre la leucina y la pelagra, adminisbra
ron de 20 a 30 g del aminodcido a-2 pacientes, lo qua fue' a—
compafiado por un temporal pero marcado deterioro del estado
mental, el cual podfa ser corrsgido al suspender le ingssta
de leucina y administrar simulténeaments eido nicotinico
(Gopalen y Srikentis, 1960), ks terds, estas observeciones
fueron confirmadas con un ndmero mayor de pacientes. —En to-~
dos ellos s¢ observé depresién, inestabilidad emocional e in-
somnio importante. El estudio del patrén electroencefalogré--

fico mostré un exceso de la activided theta o delta, la cual
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desaparecif y se restablocid la activided normal alfa despuds
d6 10 a 40 afas de tratemisnto con 4¢ias nicot{nico.. 51 bien
todos 108 pacientes qus mostraron manifostaciones clinicas
mentales tuvieron un‘patrén slectroencefalografico’ anormal,
el
1968). Dado. que 1a administracién de leucina m sujetos norms

lo Opueato no ocurrié invariablemente (Srikantm,ut.

1es bajo estas condicionss Srperimentales no produjo ningdn

cambio menta.'l. pn.recnria qus los: palugx‘j_nos son.mAs . sensibles

a la 1uucina

responﬂan a ¢l n:un tiempo rslativamente

corto; o' bien,: dado’qus-ya han estedo por un tismpo prolongs

- do axpusstos a uns distaielevada;de.lasucina, -la administra—

+tidades del 4oid hiﬂ nxlindolacﬁtmu, producto final dul
meta‘nolismo de 1 erotonma, Ia administracién de leucine
en cantidadas alevadaa tanto & sujetos normales como a pela——

grinos, ocasiora una -depresifn de la excrecién urinaria de eg
+e metabolito (Belavady, et.al., 1963). Si se considera ade-
mhs que retas alimentadas con una dicta conteniéndo leucing

al 5 % muestran una considerable disminucién de su ssrofonina
cerebral (Yuwiler, 1965) podria suponerse que los cambios men
tales observados en los pelagrinos posibvlemente estén relacio
nados con el metabolismo de la serotonina. En efcto, todos a
quellos pelagrinos que manifiestan depresién mental e inesta-
bilidad emocional poseen niveles muy bajos de serotonina en

sus plaguetas, invariablemente por debajo de 0.5 miccogrames

por miligramo de proteina (Krishnaswamy y Ramenamurthy, 1970).
Por otro ledo, aquellos pelegrinos sin cambdios mentales tie--



22

nen niveles similm‘es 2 los de-controles normales, con un Vo~
lor medio ds 0,57 micpngramoa POX. DG ‘de proteina., Bl fcido

nicotfnico y.la nicotinsmlda en, paquaﬂns cantidades puade au-
mentar 81 cont
dosis tiene. ;un sfecto pueatn. Como se recordard, la seroto-

ersbrsl ds’ eorntonina, aunque en’ grandes

nina (5—hidruxitr1ptamina) eg sintetizada a partir de tripto-

fano: y. Juagn u.n ap{al fundamen‘tal como transmisor sindptico

en aiversas porcione‘a,dal cerslro.

Exparimentos realizados por Kaladhar (Kaladhar, 1974)
con rebas bajo usa @ieta cos leucina al 3 #; demostrarcn que
en estos a.\;:l.n}éles la captacibén ds triptofano por las neuronas
as? coma 1a’ concentracibn dsl mismo. en los sinaptosomas era
normal. Por otra parts, sungue la 5-hidroxilacién del triptg
feno parece ser el paso limitante en la biosintesis de seroto
nina, la ectividad de la 5-hidroxilasa no se alteré en ratas
alimentadas con una dieta con leucina al 3 %, Tampoco se en—
contré ninguna alteraciép a nivel de la S-hidroxitriptemina
decarboxilasa, Parecaria BT antonuss qus los bajos niveles
cerebrales de serotonina no son debidos ni auna; deficiente-
capbacién neuronsl del tnptofam ast como %ampoco & una defi
ciente sfntesis de la misma.’

Sin ombargo, la captecin’de ssTotonina por las vesiou--
las sindpticas de los sinaptosomas s{ estd'significativaments
roducida (Kaladhav, 1972) y esto és, probablemente,el factor
crucial en la reduccién da la serotonina cerebral ya' jue cuan
do €sta no es recapturada por las vesfculas eindpticas, es in
mediztamente destruida por la monoaminooxidasa.

Ala Juz de estas observaciones resulta interesante con-
siderar la posible relacién causal entre nivgles permanente-—
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mente elevados ds  leucine en un nifio.sin- trataniento, en 1os
momentos en que su sistema nu-viosa se oncuantra tudavia en
un proceso fe maduracwn y es,‘por ‘Lo tanto, sumsmunta aensi—

ble a cualqumr t‘po de. to, P rmit nde 1a uparici&n de

£eidos alfapcsta-is
alfa-ceto-

preicu, slf&-csto- atilvalérico ¥y

soval(rico en nmuestras-de: se.ng‘u y orina;de indivi

qus el b].oquao enila via ce.tahdlica de
estos aminodoidos ncontraba a:nivel de la 'ssgunda frans--

formacifn, sstore 1a‘ddcarboxilacién oxidstiva y no & ni

vel de su primér ) ﬂificuci_@d, una.transaminacién.

En o1 ser humano, el principsl destino ds los aminodci-—
dos de cadene ram: ficsda 88 Bu incorporacién a la sintesis de
proteinas.  Aquellos aminofcidos remificedos que no llegan a
ser utilizados en esta vie metabSlica pusden ser derivados
por una via catablica diférents hacia la produccién de mces—
t11-CoA, acetoacetil-CaA, propionil-CoA y succinil-Col, mete-
bolitos que a su vez pueden ser empleados en muchos utrns‘ ca~
minos metabflicos (Figura 4). Esta transformacién implica la
participacién coordinada de miltiples enzimas tanto citoplds~
micas como mitocondriales asf como una compleja interrelaciém
metabblica resultents de la participacién de varios 6rgenos y
modulada por sl estado mufah61ico particular de cada érgano y
del orgenismo en general.



Transaminacién
La primera transformdcién suffida por los emiriocidos de

cadena ramificada ﬂuz‘r.mta 8u"catabolismo consiste sn une con-

versién reversible: fa~ceto-4cido correspondisnte por me-

ai0 ‘de wna:desaminacién oxidativa o por wna transaminacién.

tribuc;dn hacen muy poco importante este pasoen oa manife-—
ros. Ia: transammaci6n difiers de la dusam:.nacién en ‘el sen-

tido de qua el grupo enino no sé libera en: ro ‘m; ﬂa ‘amonfaco
sino que ‘es transferido e un aceptor de & pos} aminn, frecuen

temente alfa-ceto-glutarato, por medio &<, cosnzine consti

tuida por foafato de piridoxal. (Pigurd6). Do asta manera,

el eminodcido transaminado se convier‘tn en’un ali‘a-ceto-&cido.
-Aunqué se han reportade miltiples: casos en los que la es
pecificidad de la transaninasa parece su- muy “alta pera cada
aminoécido ramif)cadu, alin on estos casos dichas transaming-—-
sas retienen cierta actividad cuando sl:receptor o donador
del grupo amino 6s rsemplazado por un‘'sustrato de sstructura
similar, Por otra parts, existen tambi¢n miltiples reportes
sobré transaminasas con muy poca espscificided. De cualquisr
manera, eéstudios cuidadosos realizados con transaminasa de co
razén de cerdo parecen demostrar -que wna sola enzima transami
na a los tres aminoicidos. Entre otras observaciones, desta-
ca ¢l hecho de que las actividades relativas hacia leucina, i

soleucina y valina permanecieron constantes durants los siste



PASOS INTERMEDIOS ENLA REACCION DE TRANSAMINACION
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estadfos de purif;caciﬁn (Taylur ¥ Jankms, 1956)./ Eatas ob-

ssrvaciones dsbarén ds sar cuncilimla an sl fu‘hu.ro cnn el he

cho de que.en-elierror innat
hipsrvalinemia, al sujat‘
nicemente’ a valma

cie de una‘sola t?ané

en el hombre, -

Indspenﬂ:,unt!m!inte de una
dencia con la que 88 cusnta ‘en’ ln,actuallﬂa\i préct1 Emantn no

deja lugar a duda sobre su dlstribuciﬁn $isular. En-la rata,

la actividad de transaminacién es par(:icularmentu alta en el

tejido renal y cardfaco., El mﬂsculo—ssqualética posee 1t
bifn una considerable actigﬁdaﬂ de transaminacién-mientras
qus el higado précticaments no realiza ninguna transaminacién
(Ichihara, y Royama, 1966).

Por 1o ‘qus respecte a su disﬁrihucidn intracelular, es-
tos mismue, investigadores reportan una considerable actividad
tanto en el sobrenadante como en la fraccién mitocondriel lo
que suglers la posibilidad de la existencia de dos especies

cas ‘con localizacior difersntes.
Decarboxilacién Oxidativa’

El cetodcido producide por la transaminacisn‘es postesa~

T arboxilado
do, o5 precisamente cste pas
alterado on los individuos:
be de arce. N

Mntes de -que la’enzim le:de:dicha dscarboxila~

cién (aushidrusanasa da:

e au ne remif:.cudn ~DCCR

-) pudiera ser I‘i.nalmenta purificnda.'s presumia, en funcién

ds evidencia indirecta, ‘que dnbgria de tener una estructura y



mecanismos de reaccién endlogos a 1os-de la piruvato y slfa—
ceto-gluterato deshidrogonasas . Esta evidencia ss basabe
fundameptalmente en nxp‘srjmantos QAisefiados’ para deterninar
los raquanmientos de : cofactoras de-complejos: anzmétiws sten
‘o ba.ctaria.nos como’ a8 nenifaros 1cs cuales dumostrnron en‘al
gunos casoe, 'mas no en t0dos, raquer:miantos similares, - En
funcién de:dicha analogla se .considers a la deshidrogénasa de
cetoficidos de  cadens ramificada como un encrme conplejo multi
enzimftico’ constituido por la ssociacién de varias decarboxi-
lasas, transacilasas y dihidrolipioloxidoredictasas (Dancig), -
1978; Danner,y7Elsas,"1975; Gosdds, 1967; Reed, 1957).

Bn un paso inicial, la cosnzina & la decarboxilasa, pi-

rofosfato de tiamina, se une covalentemente sl cetodcido en
el momento. de.ocurrir la decarboxilacién (Figura 7). .Fl gru~
po carboxilo es liberado como bidxido de carbone. BV segundé
paso ds este proceso enzimdtico consiste en la oxidacién' del
complejo pirofosfato de tiamina por el 4eido 11paiéo,‘grupo
prostético de la transacilasa, Bl Acido 1ipoice.se uns cova-
lentemente al fraguento decarboxilado con 1o’ que Lo tiamina ©
e 1ivarada’ completéndoss de esta manera la oxidacifn del ce-
toheido al 4cido simple. Un tercer cofactor participante en
asta sscuencia de reacciones es la coenzima A, la cual despla
za al fcide lipoico reducido y forma a la acil-CoA derivada
del alfa-ceto-fcido decarboxilado (Pigara 7). A su vez, el
fcido lipoico es reoxidado gracias a la actividad de la dihi-
drolipoil oxidoreductasa (también denominada dihidrolipoil
deshidrogenasa), la cual utiliza FAD como coenzima. Por $1ti
me, el FAD reducido cede sus eléctrones a una moldcula de
NaD, .
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Une pérﬂida funcional de cualguisra de las tres enzimas

manc:anaﬂas, traaris como consecusncia un bloqueo de magnitud

s paso, metabblico. Por otra parte, se

utilizados para 1a méidioiér ds la ‘actividaa e eBia enaina
consiste ‘en’cuantificar la produccién’ds NAD reducido. “De.eg
ta manera, ¢s posible estudiar la actividad del comple jo mul-
tienzim&tico como un todo. Sin embargo, este método posee la
desventajasde que para poder ser utilizado se requieren prepa
raciones razonablemente puras de la deshidrogennsa ya que la
neturel turbiddz de las preparaciones impuras dificulta consi
derablemente’ les mediciones espectofotométricas.

Otro método que es frecuentemente utilizado consiste en
cuantificar la produccién de COp radioactivo cuando a la mez-
cla de reaccién conteniendo la enzime, se le ha agregedo el
sustrato marcade en el érugo carboxilo. EL empleo de-uno de
los cetodoidos marcados s, claro esté, la elecoién més 16gi-
ca. Sin embargo, posee 61 inconvenionte de que 108’ C6to&0i-n
dos son sustancias muy inestebles que tienden a decarboxilar~
se esponténeamente con mucha facilidad, Por ello mismo, tem-
poco se¢ distribuyen comercialmente por lo. que hay que prepa--~

rarlos en sl laboratorio a lo sumo unas cuantas semanas antes
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de realizar le medicidn. . Por el contrario, cuando esta medi-
cién se remliza sn, células intactas y no en homogenados, es
posible aprovechar la thensaminacién normal de la c€lula y u-
tilizar al precursor. del sustrato, esto es, sl eminofcido mar
cado, el’cual es razonablements estable, Esta §ltima mstodo-
logfe poses el inconveniente ds gue sl emplearls no solo se
esté midiendo reslmente la decarboxilacidén del ‘cetodcido, si-
1o “tenbidn varios pasos metabélicos anteriores tales como: el
trsnsporfe 461 aminofeido a través'de la mamb;ém celular, ‘su

transaminacién; ol transporte del cetodcidoa travdside la'"

membrena mitocondrial externa, ‘stc.. .-

\(enhl y asociados al emplear cetoficidos aa cadsna ramificsds
marcados radionctivemente y fibroblestos tembién intactos
(Dencis, etsal., 1977). - Al alcanzar concentraciones slcvadas
del cetodcido en la mezcla de reaccién (5 mli en adelanta)
Wendsl y sus colegas observaron que la mayorfa de las mues——
tras celulares estudiadas de pacientes enfermos llegaban-a
mostrar una dctividad enzimdtica muy cercama a valores norma~
1es y afin dentro de los valores normales. En funcién de ests
hallazgo, postuleron la hipétesis de que 6n realidad existen
dos deshidrogenases de cetodcidos:de cedena ramificada: una
con alta afinidad por el sustrato.y otra con wia baja afini—
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dad. Por lo tanto; los pacientes con la enfermedad-de oriia
de jarabs de .arce tendrian afectada la enzima con,un bajo Ky
pero no aguella con una Ky elevada (Wendel, et.el., 1975).

Las observaciones de Wendel fueron confirmedaes mis ade—
lante por Dancis, quien también observé que & -difsrencia de
1o obtenido. al emplear cetodcidos, cuando se emplean aminoéci;
dos marcedos, no importa la concentracién alcenzada en la mez
cla ¢ remccitn, siempre podrén difevenciarss aquellos fibrg
blastos obtenidos de pacientes de los controles noruales  (Dan’
cia, et,al., 1977). Ademds, por arriba de una concentracién
de 1.5 mi (de leucina) ya no hay wn aumento en la produccién
de Dbidxido de carbono radioactivo ni en los fibroblastos nor—
males ni en los de pacientes, lo que sugiers un factor limi--
tante proximal al paso.de dscarboxilecién tel como 61 trens—
porte del aminodcido hacia o dentro de la célula y/o la velo-
cidad de transaninacién. Ds existir las dos actividades enzi
méticas de ‘afinidad diferente postuladas por Wendsl y sus aso
ciados, Dancis estarfa midiendo la actividad de decarboxila-
cién ds la enzima con alta afinidad, la cual serfa, presumi--'
‘blemente, 1a‘fisioldgicamanta efactiva y la que estarfa muta-
da en la enfermadad de orina de jarabs de arce.

Adenés de los dos métodos sefialados 1lineas arriba emplea
dos para la determinacién ds la actividad enzimética de la
deshidrogenasa de cetodcidos de cadena ramificada, tembién es
posible cuantificar dnicamente 1la actividad de la primera en—
zima del complejo multienzimitico, la decarboxilasa, mediente
el empleo de aceptores artificiales de electrones tales como

el ferricianuro. S5in embargo, este tiltimo método ha sido muy



poco utilizado.

DESHIDROGENASA DE:CETOACIDOS DE CADENA RAMIFICADA

Tocalizacién tisular, celular 'y purificacién.

en o1 higado, Tifién, corazén e intesting (conmuy, ot.al,

19687 Dancis, et.als, 1961). Adémés, Dancis: demostr6 la pre-
sencia de esta anzima en-leucocitos y hbroblastos humanos en
cultivo (Dancis, et.al., 1963), misntras que otros Cinvestiga-
dores (Elsas, et.al., 1974; Wendel, et.al., 1973) pudieron ol
servarle en células amniéticas ‘cultivadas 1o qu vri6 1a po-
sibilidad de rsalizm‘ 61 d;agaéstico pranatal a :
dad.

dencias aportadas por difséanees'tfabajo nson”y Connelly,
1972; Wolhuster y Harper, 1970). 1ndican una looalizacién mito
condrial, Aungue. gé ha llugado & observer wna ligera activi-
dad en las fracciones citoplédsmicas, ¢sta muy probablements
es conteminacién da or{gsn mitocondrial durante sl proceso de
homogenizacién y fraécionamiento subcelular.

Ia observacién, confirbade en todos los casos reportados,
de qus los tres aminohcidos de cadena ramificada y sus respeg
tivos cetodcidos se encuentran elevados en la sangre y orina
de los pacientes no tratados as{.como el tipo de herencia de
esta enfermedad (munngéniua racasiva) sugiax‘a que ‘la decari-—.
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boxilacién:de loa tres cetohcidos es:realizada por une misma
deshidrogenase. Sin ambarga, Connelly y sus:asociados repor-—

taron haber supars\io por 1o menos dos egtivi ade's. énziméticas

en fracciones snnupur;lficadas (unea 70 ve:ea) ‘higado de)bo,
vinos (Gonnelly, et. al., 1968). - Una do
a8 espscifica psra los 4cidos alfa—cuto
to-metilvalérico y se localize en 1;;.

tras qus la otra, para el 461ido alfa-csto-isov drico, ‘perma-

nece en todo momento.en sl sedimen

En :Ln estigaciones sub’

secuentes se confirmé que las actlvldadua zlméticas relati-

vas de alfa-ceto-isocaproico.y alf@-catu-bsta-metilve.l(ricn
copurificaron as mansra constants dsspuds de varios pasos de
purificacién, lo que apoyé la supoe;cldn de’que por lo menos
en higado bovino un solo nomplsjo animétinc dscarboxilaba a
estos dos cetodcidos y un sagundo

‘_mplejo decarboxilaria a
alfa-ceto-isovaldrico (Bowden y Gonually, 1968).

Unos affios antes, Danner.y Bowden habian reportado la.se—
paracién de una actividad hacia alfa-ceto-isoceproico de otra
a alfa-ceto-isovalérico en el higado de:la rata (Damnmer 'y
Bowden, 1966). Por otra parte, investigadores alemands anun—
ciaron poco después haber podido separar en hfgado de bovinos
tres actividades enzimé‘dcas‘diferentns, cada una de ellas a-
parentemente con un pH 6éptime,-utilizacién de coenzimas, valp
res de Ky y Ky y modo de inhibicién, difsrentes (Goedds y
Keller, 1967). Sin embargo, los detalles sobre sl proceso de
purificacién y los experimentos de cinética enzimética nunca
llegaron a ser publicados.

5i los hallasgos Teportados para érganos de diferentss

mamiferos pusden llagar & ser extrapolados en un momento dado
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8l ser humeno, surgs:inmedistamente una pregunta ;De qus mang
ra, existiendo por'lo menos dos- deshidrogenasas de cetodcidos
de cadena x‘amificaﬂa difux‘!ntEB, una sola mutacidn ai“

drfa consistir en’ su}:oner la existencic de dos (o trua) éecar
boxilesas diferentus ag;‘upadna on unvmismo cemplejc multiengi
mético (1a’deshidrogenasa de ‘cetodcidos de. cadena ramificada)
y compartiendo Elg\lnB cadena polipeptidica comdn' s las"dos .(o
a las tres) y eseucial para 81 correcto funcionamignto da ﬂi—
chas decarboxilasaes. “Una putacién en el gene que codificara
para dicha cadena polipeptidica produciris, consecuentements,
una deficiente actividad de las dos (o0 tres) enzimas diferen-
tes.

Podria suponerse también, por ejemplo, que el correcto
funcionamiento: del complejo requiriera de una apropiada as0=i7
ciacién a la membrena mitocondrial. Si en dicha agooiacién '
participara alguna cadena polipeptfdica, la mutacién del’ -gene.

que la codifique podria, en un momento dado,-afectar.el fun
cionamiento de la deshidrogenase, Jndepandmntt!mam;e el tipo :

ds decarboxilasas que contenga.

Por otra parte, la consideracién de una’serisde facto--.

rormales en ‘este:bipo ds’ pacientes, mientras’qus a1 nivel del
cido alfn—ceto-isovaldrnn ‘ast como el.ds valifa solo lega
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a mer d8 4 a 7 vecss mayor que )o normal, lés avn, en prus-—

bas de tolerancia s cargas de 6505 aminofeidos s¢ ha notado

-que 1a administracién de valina no biene précticaments ningln

efecto en los nivelss plasmiticos de leucina o isoleucina y
no llega & desencadenar ni las menifestaciones neurclégicas
ni la aparicién del olor caracter{stico de la enfermedad.

Sin embargo, cuando se administra leucina se produce una mar-
cada slevacién de 1od niveles plasmbticos de valina (400 % en
24 horas) e isoleucina ’(100'% 'en 24 horas) as{ como uha ‘ragi-
da’aparicién de ‘las menifestaciones neurolégicas, sin'que se

1leguen a accmpaﬁar del olor carautariat;mu. Este §ltimo so-
lo s¢ hace me.nifiesto daapu(s da ia administracién de isoleu—

cina,

Todds' estas oh‘s‘ar han ‘sido consideradas por algu

nos autores como sugestivas de que la decarboxilasa del &cido
alfa-ceto~isovalérico no estd dirsctamente afectada por la al
teracién génica y ds que el bloqueo primario es a nivel ds la
enzina fnvolucrada en la decarboxilacién del Acido alfa-ceto-
isocaproico ¥ alfa-ceto-betametilvaldrico con la consscuente
inhibicién de la actividad hacia el Acido alfa-ceto-isovaléri
co por la acumulacién del alfa—ceta-isocaprnato (Bowden y
Connelly, 1968).

Este posible explicacibn ha sidn refutada en funcién de
verias observaciones., En primer lugar, la degradacién de los

amino4cidos de cadena ramificada por; encocitos de pacientes

con niveles plasméticos: controlados pur nl tratamiento dietd-
tico, continds siendo anormal.. Por. tra parte, ol metabolis-
mo de fibroblastos en cul‘tivn»do pac;entss con esta enferme—
dad tanbién continda siendo anormal para los tres aminodcidos.
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Es muy dificil' pensar que en los medios de cultivo'de sstas
nhibitorias” de alfa-og.

células s8 alcancen concenh‘aclonns
to—isonaprnate.
Pinalmen'be, sl de cuhrimnn‘co de va.rian'bsa clinicas y

de-arce-hacen

al problema

2 cto ‘de. deahidrngﬂnusas da cetoén:dos de- cadenu

ramificada sola puede ‘obtenerse a partir el ‘s_nélisis a8 frac
ciones enzimdtices purificadas a hamogszyleidad.w Sin embargo,

en todos 1os trabajos considerados 1finsas arriba-50lo s8 al--
canzaron niveles my bajos d6 purificacién que osoileron e
tre un 0.1 % a un 1.0 % de la actividad espscifica reportada

para los complejos sltamente purificados ds la piruvato y al-
fa~ceto-glutarato deshidrogenasas. A pesar de los esfusrzos

de miltiplés investigadorss por conseguir praparados razona--—
blemente puros de la(s) enzima(s), ¢sto no se conseguia, apa-
rentemente por la extrema labilidad d¢ la misma. Adn los pro
cedimientos i)ara homogenizar.las c€lulas dabfan de ser lo me—
nos agresivos posibles para qus la actividad enzimética no se
viera considsrablements reducida.

Pinalménte, en 1978 Iester J., Reed y sus asociandos (Pe-—
tit, et.al., 1978) lograron obtener, a partir de rifién bovinn’,
actividades enzimticas purificadas a homogsneidad aparente
(250 & 300 veces a partir de extractos mitocondriales), - Di--
cho ‘grado de purificacién solo fue posible al agrégar a la
fraceién purificada la tercera cnzima del complejo, esto es,
1a dihidrolipoil deshidrogerasa, la cual se disocia muy fécil



mente del complejo de. la deahldrogsnasa duram;u 81 procudx -
miento de p\u‘;fice.cién. Esta dltima mzima tamuén fue’ obte-
nida por Reed y su grup&; a parbir de extractos mtoconamalaa
de rifién bovino

Los estudins ;reallzados con:esta. preparﬂoién,snbre patro
nes de velocidad:de

esdimontacién,’ cmmatngra.tia de exglusién

moleculer; asl como' 81 he cho de"que . 1as proporciones ds acti-

cidos *(1.4:1,0:2.2; a1

vidades. sspec{ficas para.los tres. cetol

fa-ceto-isocaproato, alfa-ceto-beta-metilvalerato, alfa-ceto-
isovalerato; respsctivaments) e’ mantuvieron siempre constan-
tes a lo largo de .todo el procsso.de purificacién, sugieren
d¢ manera imporbante que un solo complajo (sl memos en rifién
bovino) realiza la ﬂeearhqxnacién d¢ los tres cetoheidos.
Los: valores-de Ky aparentes obtenidos’con dicho complejo fue-
ron de 50, 37y 40 micromolar. respsctivamente, - Se observé
también que bejo las condicionas en 1\15 que la piruvato deshi
drogenasa cinasa fosforila.a d1cho compls;o inactivéndolo, la
actividad de la ﬂeshidrogunasa de catoécliaa de cadena ramifi
cada no fue mudificada en lo nks mimmo. Estas observaciones
parecen 1muoar qus dicha duahiﬂrogenasa ne es regulada a trg
vés de la fosforilaciﬁny ‘defosforilacién,

Da cualquier “‘ai]-ne;"a, estas observacionss no invaliden la
Posibilidad 4s que’en un’mismo’complejo multienzimitico co-
exigtan simulténea
boxilasas, &asta

ants dos oitres h.pus diferentes de decar~

¢opacto resilta interesante sofialar que
18 (pol. aorilamide/dodecil sulfato

'b'u.niﬂa del,comple jo correspondiente a la de

al somster a eloct
de. sodio) a 1a

car‘:oxilasa, puaiuron separ 5¢".d0s. bandas con pssos molecula—
res diferentes (35,000 ¥ 46,000);( La interpra‘baeidn de los -
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autores a esta observacién consiste en suponer gue el ¥nico
+tipo de.decarbaxilasa sxistente eg una proteina constituida
por dos subunidades,  Sin smbargo, todavia no es posible: des-

cartar de maners. ﬁsf!_nitlva con los datos disponibles: la pDSJ.m

bilidad de que dichas bandas corraspondan:en raalmad a‘dos:

decarboxilasas. diferentes aso¢iadas en el mismo compls:‘ubaa &

enzimético y su posterior sstudio. par. croma‘tcgrafia de exclu-

eién molecular, velocidad de sedimentacién'y microscopla elec

trénica han confirmado el supuast parsc;d

estructural:de eg
te complejo con el de la piruvato-y:alfa~ceto-glutarato deshi

E1l de:.latz lasa tiene la apa—

risncia de un cubo, constituido:probablemente por unas 24 ca-
denas polipsptfdicas idénticas de-52,000 da peso molscular;
mientras que las moldculas.de la decarboxilasa parecen distri

buirse sobre la superficie del cubo de manera anfloga a la de
los comple jos mencionados,

Interacciones Metabélicas

Recientemente s¢ ha empezado a estudiar’'d sde una pers—
pectiva m4s integral a la deshidrogenasa de cetodeidos dé ce-
dena ramificada a travds de.algunos de sus metabolitos modula
dores asf como de la interaccién los cetoeidos (sustrates de
este complejo) con otras vies metabéhcas d¢ importancia para

la economfa celular. Como puede :spsrarse de este tipo de es
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tudios, los resultados son frecuentumente compla:]oa y aiffci-
les de inberpretar.

' Utilizando cflules a.isladas, de xi
24 horas, Williamson y susa: nci

observaciones de consiferabl
Williamson, st.al:, 1979’)" : 8
hellasgos de anteriores investigac veass, por.ejemplo, a
Danner, st.al., 1978) en el se : ;
mificados inhibem compebitivamente entrs sf su dscarboxila-—

cién. Observaron tambidn que en condiciones basales la aco—
+11-CoA generada a parbir del fcido alfa-ceto-isocaproico es
derivade fundamentalmente hacia la formaci6n de cuerpos ceté-
nicos y solo alrededor de un 30 # es oxidada en el ciclo s
Krebs (Williamson, et.al., 1979). M4s afin, cuando estos exps
rimentos son realizados en presencia de piruvato, ¢ste dltimo
suprime dicha oxidacién, a'diferencia del lactato, 1 cual la
estimula. Esta estimulacién 85 debida a una baja actividad
de 1a piruvato deshidrogenasa asociada con un incremento del
flujo a través del ciclo de Krebs on respussta a los requeri-
mientos energéticos para la giuconaogénesis. Poxr otra parte,
la cuantificacién de los niveles celularss de coenzima A li-—
bre, acu‘til—CoA, acil-CoA solubles  (probablements isovaleril-
CoA, bete-metil-crotonil-CoA’y beta-metilglutaconil-CoA) y e~
ci1-Coa insolubles persce indicar que sl paso limitante en el
catabolismo de los cetodcidos de.cadena ramificada; cusndo 6g
tos son administrados aisladamente,:es:distal B;L‘ puso ds des-
hidrogenacién, aumentando al mismo tiempo:la cantiasd de-dery,
vados ‘de acil-CoA de cadena largs (1nselub1es).

Empleando 61 mismo modelo experimentaly s6 investigd la



interaccién de los cetohcidos de cadena ramificada.con dos
vias metabblicas ‘de gran importancis en la célula. hepAtica:
1a via e’ la gluconsogfnesis y el ciclo ds 1a urea’ (Rods, et.
al., 1979). 'Se observé qus sl deido alf 2
por sf solo (1 mM) précticamente no ejerce ni

eto-isocaproico

‘afacto so—
bre. sstas aoa vias. Sin embargo, cuando se’ ad iana simulté-
néamente -con alanina hay un maremente ccnslderabla (8 veces)

ta.nte en.la biosintesis de glucosa como¥en’ Ta produccién ds u

rea, la: adiclén de alfa- eto-isocnproico, alanina, amonfaco

¥ .ornitina. produce un’, 1igara incremunt tanto 8nla gluconso—

gdnesis cumo n-la aintasis de urea. ".Los efﬂctas del édcido o

leico fueron enélogos ailos dsl ﬁcido alfa-cato-isocapnico
pero mAs ‘intensos.’ Dado que sste §ltimo compuestio ‘no tiene
ningtin afeéto sobre 12s mencionadas vias cuando se adiciona
propionato o prolina en lugar de ‘alanina, parecerfs ser qus .
~los efectos del 4cido alfa-ceto~isocaproico son mediados por
una actividad sumentada de la piruvate carboxilasa. Aunque
la influencia de la acetil-CoA sobre la piruvato carboxilase
o es do ninguna manera el fnico factor regulador de la gluco.
neogdnesis a partir de lactato o alenina, sf parece ser uno
de 1os més importantes. ‘En este ‘punto es importante recordar
que la degradacién del dcido alfa-cebo-is0caproics produce -
na moléeula ds acetil-CoA ¥ otra de. acetoasstato (vsr Figura
4). -
Por 1o que se rafiere al 4cido alfa-eato-inuvnl&riae,

/If

consistentemente se observé una inhibicién de la gluconsogdna

sis y de la biosfntesis de urea a partir de amonfaco. Su me-

tabolismo est4 asociado con una reduccién de los nuclebtidos

de nicotinamida mitocondriales, una caida de la coenzima A 1i
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bre asi como.de la acetil-CoA y una acumulacién de intermsdia
rios dé cadena’media de acil-CoA,: Por s parte, el Acido o--
leico invierte. 6 manera consiﬂarahln 108 efectos inhibito—-—

rios sobrs la fomacxén 8 glucoEB. y'urea, eleva 1os nivalas

ds acatil—CoA Pero;

5 mpide 1 scumulacibn de-los intermsdig

rios de c\adm_'xa medid de cil-an.’
8oid0 —matilvalériea, par el cum‘.z‘arxo,
tianeﬁluy‘prsco eTacto s ‘1a sintesis ds glucosa’y urea y
causa 5010 una pbqueﬂ nn 105 nivales de acutil—CoA. -
Aunqus los :mtennad:.arios ds 8cil-CoA ﬂe cadena medin’ “Sambidn
aumenten, 1o hacen en un gx‘ado mnor qua con’ 8l empleo del -
cido alfa-ceto-isovaldricos Pareca -ger-que.la-baje velocidad
de sintesis de urea ;mducida con:aste ‘ltimo cetoscido st [
sociada con una disminuc:.bn del contenido tisular de asparta—
to, malato, alfecetoglutarato y glitemate. Es obvismente muy
aificil intenter sxplicar la comploja Tomulacién del ciclo de
la wrea en’funcién de cambios especificos de un solo metaboli
to. Sin smbargo; dedo-qus la alteracién fundementel del meta
‘bolismo inﬂucida por los cetodcidos de cadena ramificada con-
piste en una disminucién del contenido hepatico de a.catil—(}oA,
podria suponerse una consecuente disminucién- de los niveles
de oxaloacetato lo gue influirfa a su vez en los nivelds. de
malato.y aspartato e indirectamente en aquellos de. alfa-ceto—
gluterets’ y glutamato, : :

Resuniondo estas observaciones, pusde decirse qua 208 &=
fectos més notables de los catnécidos de cadena rmifieadn Y
bre la gl &8 is de los ha itos aislados es'nén relg

cionados con la naturaleza.de 168 productos de sus vias degra
dativas, En particular, los sfectos inhibitorios no llegen a
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presentarss o 1o hacer minimemente cusndo’la’acetil-CoA‘es un
producto de’ 5u metatoligmo como en'el caso del écido alfa-cex
‘to-isocaproico y alfa-ceto: ve

sstos efactos. inhibitorio

consogénesis ¥ tampnuo altera's gnifinahv sn‘ta"]_o’a niveles

de E.cetl].—CoA. Por ‘otro-lado, ‘alfa-ceto-isovalerato causa -

na inhibicién.de la glucomogénasis a partir.de lactato y una
disminucién significativa’ ﬂal cunteniﬂo celular de acetiliCoA.
El sfecto inhibitorio parscs snr, ‘sin embargo, depsndinnts de
sustrato, ya que no se observé ‘ningdn sfecto cusndo se wbili-
26 a la alenina como precursor gluconcogénico a pesar de que
los niveles de mcetil-CoA disminuyeron en un 36 % (Rode, et.
el,, 1979), ‘Aunque el alfa-ceto-isovalerato inhibe a la glu-
coneogénesis, sus efectos en el hepatocito aislado requieren
de una baja velocidad de oxidacién de los 4cidos grasos y tam
bidn requiera ser metabolizado més alld del punto de la deshi
drogenesa de cetodcidos de cadena ramificada para qus la poza
de acetil-CoA se agots.. Es, por lo tanto, poco probable que
1os episodios hipoglicdmicos:de la-snfermeded de ofina de ja~
rabs de arce sean dabidos a una alteracién de la gluconeogéne
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sis. Ello més probablements sca debido a la estimulecién au-
mentada de le liberacién de insulina.por el £cido alfa-ceto-i
socaproico. E N

ENTAD o AarotAcio
Pasinagg



VARIANTES DE LA ENFERMEDAD

Ea 1961, M. D, Morris y sus éole‘gas aushfibiei«on s1 Gaso

de wna pacients en la’qus, & @iferencia: de tod0s los’ cases Ty

1imco no

1951) .- Adenés,

ﬂnalarse que

a{ al. que pertsmca esta.paciente, el

neurryt (en N
Jarabe de -arce’ no_ 8¢

onoca). Ia cromatogmfia de ‘orina reve

16 una excasiva excrgcidn ¢'l¢ugina y velina. Se le 4i6 un
tratantento a bage. de molucionss electroliticas y glucoss ast
como antibiaticaterap‘ia" con 1o que  pudo ser dada de alte sa-—
tisfactoriemente. :Su desarrollo tanto fisico como mental ha
sido, y continda siendo, completemante satisfactorio.
Utilizando leuaocitos_intactos as{ como eminodcidos de
cadena ramificada marcados radioactivaments en 8l grugo car—
voxilo (C}), Dancis cuantific6 la actividad de la deshidroge
nasa en los pacientss mncionados asi como en los hermanos
afectados encontrando wia actividad enzimtica reducida aun—
que no a niveles tan bajos como en aquellos casos con un cua-



dro “clésico", de-enfermedad de orina de jarabs de arce.
En virtud de que. nn asta variadaﬂ de 1la enfermedad el

cuadro:clinico ‘solo’se pressnta asociado con cualquier tipo

de estrés’ (funﬂamenta’manta infecciones) que afecte al pacien
%8, ancantrémiosa clinicanents normal emtre estos spisodios,
a-e5te ‘hipa de varidded do la enfermedad de orina de jarabs

de arce: se le conoce. como "intermitente.

Iés adalenta,.‘{. D. Schulmen y sue asociados reportaron
8l caso-de una pacients d 20 meses d¢ eded, hije de padres
no ‘émparentados entre sf, con un considerable retraso mental.
Ademés; ‘ml. ser Nospitalizada para estudiar su retraso sicomo-
tor, ‘se ‘eprecié el olor caracteristico a jarabe de arce ds su
sudor y orina y eu madre afirmé haber notado dicho olor desds
108 primeros dfas del nacimiento ds la pacients (Schulman, et.
gl., 1970). _Sin embargo, nunce presenté episodios neuroldgi-
cos de ninguna naturaleze (convulsionss, atexia, vémitos repg
titivos, etc.), ni siquiera cuendo sufrif una neumonia sgtafi
locbeice, A través de la cromatograffa en papel pudo demos—
trarse una mercada elevacién de leucina, isoleucina y valina
en ol plasma de 1a paciente. Los estudios de actividad enzi-
nética tento en leucocitos como en fibroblastos intactos em—
pleando aminofcidos redicactives muevamente mostraron una con
siderable disminucién de actividad con respscto a controles -
normales  pero, interesantemente, no tan baja como en el caso
de los pacientes con la forma clésica de la enfermedad. En
funcién de estos hallazgos, Schulman y sus colaboradores denp
minaron a esta nueva variedead como "intermedia®,

La diferencia fundaméntal entre esta variedad y la inter
mitente radica bésicamente en la presencia constante de centi
dades. aumentadas de los aminodcidos y cetodeidos de cadsna v

mificeda on la sangre y orina de los pacientes con.la varis—-
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dad intermedia asf como un :;enui:israbie grado s’ retraso’ men-
tal,

Puatermx-menta, Oherlsis Scrivsr ¥ #us asociados d¢'la U-
niversidad ds WoGill,

cients de 11 me'sa

da, reporteron 8l caso de: una Pasie

edad que’ pre sentaba como ﬁnica mmires-

rina revels la reéancis on exceso de los tres aminodoidos de

cadena ramxﬂ ada, Ademds, ‘tanto esta muestra.como las subsg

cuentes’ mastraron o1 caracterfstico olor a jarabs de arce.
La concentracin plasmgtics de leucina, -isoleucina y velina

* fue.unas 5 veces mayor: que 10 normal. En funcién de lo benig
no del cuadro’ clfnico ¥ @e la'naturaleza de las anormalidades
bioquimices se pensé que este caso corresponderia a alguna va
riedad difersnte de la clésica. Por esta razén, se préscri--
bi6 a 1a paciente 1a ingesta diaria de 2 g por kg de peso (20
veces lo normal) ds hidrocloruro de tiamina, con la esperanza
de que este caso se comportara como una dependsencia vitamfni-
ca ( como so recordard, esta vitemina s el precursor de la
coenzima de la fraccién de la decarboxilasa, pirofosfato de
tiamina). .

Bajo este tratamisnto, las concentracionss plasméticas

de los tres aminodecidos disminuysron abruptamente. Al suspen

" derse la administracién ds tiamina los niveles de los aminod-
cidos mencionados nuevamente se slevaron para volver a descen
der al reiniciarse el tratamiento vitaminico. No. fua necesa-
rio en ningén momento complementar- dicho tratemisnto con una
dista 1ibre o baja en contenido ds aminodcidos: de 'cgdana rami
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ficada, Por todo ¢110, a esta nusva variedad se le denomind
venfermedad dé“orina de jarabe ds arce con respuesta a la tiz
ninan, : ' ' '

Adondy' ds las. cuatro variedades errida resumidas (clésica,
intermitents, intermedia y fratable con tiamina) en los Witi-
mos’ afios se-han reportado- dos varisdades més, En una d8 e—--
1llas, reportada por R. A. Harkness y sus colaboradores, se ob
servé una actividad enzimética précticamente normal en' las. cf
lulas amni6ticas y leucocitos de un paciente recidn nacido y
quien, a pesar. del tratamiento dietético iniciado & los poces
dfes de su nacimiento, mostr§ concentracionss plasméticas ds
los aminofcidos de cadena ramificada sumamants slévadas as{
como de los respactivos cetodeidos. No se observé ninguna
respuesta al tratamiento con altas dosis de ‘tiamina, - Dado
que no se encontrd svidencia del defecto enzixqético clésico,
fueron investigados otros pasos metabélicos gue pudiesen ss—
tar involutrados. El sistema de trensporte celular para lsu-
cina y fenilalanina en los eritrocitos fue camplebépnenta nor-

mal al igual que la én.ds los tres ,mf' 4 “4.: ra
mificados (Harkness, et.al., 1977). :

tos, fibroblastos y células amniéticas. . ;

Finalmente, S, M. Pueschel y su grup ’reportaron en 1979
61 caso de un nifio de 4 afios @& edad qus por Su historia cli-
nica podfa ser considerado como-afectado pu}j‘yla‘y&m:’ieﬂad int=
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termitente de la enfermeded. - Sin embargo, Bsta pacianta mos-,
tré wna respusste ccnsidera‘nlemsme més sat:.sfactona al tra-

temiento distético euamio 651:5 56 acomp 6 e la imi.xustrn—-—
cifn do tiamina (Pusschel, st. a1, 1679)¢

En un esfusrzo por 1agrar una’ uificacién,méé‘légica
ina’ de/ 3}:—

rabe ds arce (clésms., 1n‘a=rmedi|1, tc.) Dam:is

de las diferentes vax‘iadaﬂas

de actividad residual’ o

broblastos en cultivo (pancis,y Lavitz, 1978)% :

asta clasificacibn, los tres grados 86 caracterizarian de la

siguients manera:

Grado 1.- En este caso, le tolerancia a la ingesta de aminod-
cidos de cadena remificada por arriba de los reque-

rimientos para el iento-y cre 88 ex

tremademente limitada, -AdemAs, los signos y sinto-
ml;s clinicos aparecen an una poca muy temprana de
la vide y, en ausencie’ de tratemiento, toman un cur
80 répidamente progresivo y habitualmente fetal.
Ia actividad enzimftica de los fibroblastos oscila
entrd niveles ds.0 y 2 % de los valoras normalss,
A este grado corresponderfa la variedad denominada
velésicat, :
Grado 2,~- Este tipo de paciontas tolera una ingesta proteica
entre 1.5 y 2.0 g por'kg ds. peso corporal, 1o qus
frecuentomente s suficionte para satisfacer los re



querimientos de aminofcidos para el crecimiento y
desarrolla, El cuadro clfiido michas veces aparece
tarafanents (cuando- se introducs leche: do vaca'a le
dieta, v.g.) ¥ s mucho més benigno quefen el caso
anterior:  Sin emimrgo, ello pusde ncas:mnar que ag
caps & 1a atencyidn del’ nédico ¥ 1lzga {malmsn'he a

producir serios trnsturnos Bicumotorﬂs. La. activi-
dad enzi tica: e’ las fx'broblastoe c\a este tipo ds
paoiantus oaclla entre un 2,0y un 8.0 % de los va~

*lores normalas. Ta verisdad intermedia se conside-
ra mtualmsnts como. squivalente a este grado.

Grado 3.- Los individuos:consid:rados en este grado tienen u-
na nmﬁl;a tolerancia a la ingesta proteica, Habi--
tualmente, ‘el . cuadro clfnico solo ss manifiesta du~
rante ‘ataques agudos de estrds, particularmente in-
fecciones, - aunque uﬁ ocasiones llega a presentarse
sin'una causa aparents, Durante esos episodios, el
paciente ‘se observa irritable, anordxico, con ai-—-
taxia-y con el caracterfstico olor a jarabe da arce,
Ocasionalments, el cuedro puede progresar a convul-
siones, coma y musrtes La actividad enzimdtica de
estos pacisntes oscila entre un 8.0 y un 15 % de
los velorss normales, La variedad originalmente dg
nomingda intermitente quedaria considerada dentro
de este grado.

Avnque dentro de esta clasificacién Dancis no hace ningu
ne consideracién con rcspactd ;Ea‘quellas variedades que han
respondido a un tratamiento con tismine, pusde efirmarss que

en base a la historia clinica.y a las mediciones de actividad
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enzimdtica, se tendrédn casos gi'ado 2/03 que respondsm' ala
mencionaeda vitamina talas como - los consldarados lfneus arriba-

Aunque todavia'no ha sido uscuta ning\in pﬂcunte con una ‘ag,
‘tividad anzimétic
normales’ y: quu rasponﬂ‘

los controles

a un tra’bsunisnto con tmmma, 8llo es,

al menos-en uoria, parfantamante posiblu.,



DIAGNOSTICO

E1 diagn6atico de la enfermedad al momentd del nacimion-
to 88 muy dificil ya que el productc ﬂstuvo protagidu durante
toda la gustacién por al metabolismo materno. . De esta mansra,
aurents los afas’inmsaiatos al macimiento los niveles plasma:

ticos de los aminodcidos de cadena ramificada’ si bisn van en
4

a ¢ 4n’ dentro "ds 1fmites normales,
Al final de la primera semana, sin”embargo, la acumulacidn
tanto de. 1;35 aminodcidos como'de-sus respectivos cstué.ciﬂos
enplasma y orina serd lo euriexentemsnta elevada cume para
calii’icarls. ‘da anormal. La réplde. ‘determingcibn de sstos me~

tabolitos an 10 1£qu1dos fiszolégiccs es- posible mediante el
empleo ds.varios: tipas de cramﬂtograf{a (en pap

na, por interc -on.
diagnéstico olo" e on base a la medicién de la'ag
tividad unz/mét

t0s en oultivo,

a7 involu radé, ‘en. leucocitos‘ o en fibroblas—

" Como’ ya'se mmcion6 e.‘L yri.ncip:.o de sste capitulo, de no
:Lnstituirse una terapeﬂticn adecuada el paciente presentard
répiﬂe.m;nta un cuadro progresivo y severo de deterioro sicomg
tor totalmente inespecifico. E1 unico signo qus podria consgi
derarse como patognoménico de esta enfermedad es el del olor
a jarabe de arce dé la orina del pacisnte. Sin embargo, el
dlagndstico daberd de ser confirmado medients lo.determina-—
cién de los aminodcidos ramificados en plasna ya que, curiosa
mente, se han reportadc dos casos sn los qus la orina de los
nifios presenté temporalmente el olor caracterfstico aunque
los exémanes de laboratorio excluyeron el diegnéstico (Dancis



TRAT AiTENTO

Ios principios. del tratemiento. de .le. enfermsded de orina

Qs jarabe de arce som, en teorfs, bastante: simples,. Una vez
que el diagnéstico ha sido establecido, sl pacisnte s someti
do a una dista de aminofcidos en la que 1os de - adcna ramifi
cada son omitidos y & la que s¢ agregan los suplsmentos nece~
sarios ‘de carbohidratos, grasa, vitaminas y sales minemlaa.

Una vez qué los niveles plasméticos de los aminoéc:dos dece

dena ramificada han descendido & velores normalss, aichoa ‘ami.

nodeidos se rnincerperan a la dieta en cantiﬂades Suf uantes

para estisfacer, ‘pero no sobreoasar, -los requerimientns da

los mismos. * Los requsrimientos de los aminodcidos res antss

son ‘satisfechos con el smpleo \in mazclas ino4cidos ‘puros:

y de aliméntos naturalas apropia timo a8 necesa~—

rio ya que de esta manara_pusda ’i‘taﬁi‘se’r la’ omisién

cho m&s comple3o
dad son:

1.~ Son tres ¥
en este pro'b].ema

berd de ser: detemmado e manera 1ndiv1dual, 1o que” raquute’

de una cuiﬂadosa supervis;én de: 1aboratorio,

2.~ Rﬂ.acionado con 81 punto’ antérior; es necesario seﬂalar

qQue no existen métodos sencillos para. la déterminacién ‘de eg-
tos aminuécidos., ‘Enila actualida.d, el mftodo més confiable
con el que ‘8¢ cuenta esi el de la cromatografia automatizada



de intercambio iénico. -Puede usarsa tamh1én el ensayo d\z in-
hibicién microbiolégica de Guthrie para sumicuantiflcaz a la
leucina aungue no es tsn preciss domno 61’ mseoao crématogréfie

co,

Imiepandiantumsnte dulv métuao ut1lizmio, a1 principio

del tratamiento.lag uantificac:unss ‘a8 los ami noﬁc:dus plas-
méticos deberdn i
eritico tanto. el nxuaso como 1a dsficiencie dé estos eminofei

diariamsntu ya gue es su.mamante .

dos, Ia insur;ciencimde los mismos pusdes fAcilmente llegar
a interferir con el'crecimiento del paciente y, en alginos og
s0s, 1levar a‘la’autodegradacién de le:proteina tiswler con
una paradéjica ale‘vnciénk sscundaria de-1los aminofcidos’ ramifi
cados.

3.~ Balaoionaﬁo stambidn con ¢l punto 1 eatd el hecho de. qus
la mayoria a las alimmtos tienen:un contenido elevado de

los aminoﬁcidos do* cadena ramificada por lo que la'dicta debs
ré basarse

recuentemmte an 8l uso de amino4eidos purifica--
dos.

4.~ Con relativa rrecunnoia ocurren raea{das, ain en pacien——
tes bien controlados, espscialments durante los primeros me--
ses de la vida. Estas recaidas, asociadas a diversos estados
de estrés, pueden’llegar a ser muy serias ¢ incluso poner en
peligro la vida del paciente. Habitualments son precedides
por manifestaciones de anorexia, olor a jerabe de arce'y epi-
sodios de ataxia seguidos de letargia y convulsiones. ‘EL
principal factor desencadenante da estos ataques muy probable
mente sea un catebolismo aumentado de las proteinas corpora—
les con wn alto contenido de eminofeidos de cadsna ramificada
¥ acumlacién aguda de los respectivos c:}toéc%dos.



To existe todavia ninguna indicacién sobrs cuando podrd
lleger @ interrumpirse sl tratamiento’ dietdtico:en estos pa—
cientes. Sin embargo, la experisricia ganada con. n;\ﬁna ardeta

dos de diversas variantes de la enfermedad; indican e ain. en

edades tan relativamente tardfas como’ loa 8 aﬂoe, ulava—

ci6n aguda de 1os niveles plasmﬁticoa de - aminofcidos Ad: oude~

na ramificada pusde navar a’un des!nlaea fatal, Es por ello
que para evitar cualquier problqma, 51 tratamiento de este ‘ui
po de pacientas ﬂeberé x-ualizarsu preferencialmente en aque--
1los sitios que cumbnn con el pursonal & instrumentacién adg
cuada para la cuantlf:.cacibn rﬂpiﬂa y frecuents de los aminod
cidos plasméticus con e1 fin Qe estar en posibilidad de indi-
car répidamsnte camb,ioa diatdtinos, adminigtracién de fluidos
y elsctrolitos y, en‘casod neceserios, sxsanguineotransfusio—
nes y didlisis peritoneal

3



CAPIZULO III
MATERTAL ¥ METODOS'

ESTUDIOS DIAGNOSTICOS

Cromatograffa bidimensional ascendents para aminodcidos uring
rios (Shaw, etial.;»1971).

Papsl Whatman No. 1 (Whatman Ltd.), en hojas de 20 20 cm.
Cuba rectanguler Pyrex de 12 pulgadas por lada (Corning

Glass Co.) para cromatograffa. J

Sistema de solventss para la primera dimensiéni ' .
piridina. (Merck) 450 %
acetona (Baker Analyzed) 30.0:%.
amonfaco: (Baker Analyzed) 12:5: %

agua bidestilada
Simtema de solventes para la segunda dimens
2-propancl (Baker analyzed)
4eido férmino al 89 % (Baker
Analyz
agua \udeat:tlada

ninhidrina  (Nerck)
isatina (Esrck)
2,4-lutidina " (Merck)
acetona - (Baker Anzlyzed) :
Procedimiento: La cromatograffa bidimensio:

re amonifcidos ss realizada bajo el prinei

plear volfimenes de orina equivalentes’
etinina o bidn, 100 microlitros ds ultrai‘xltrado sérico (Shaw,
at.aly, 1971)., Dichas alfcuotas se aplinan a2 °cm de una de

ei gz‘amos de ors

las esquinas del papsl filtro cuidando que ¢l £rea: humedscida
no se expanda domasiedo. Para tal efocto pueds emplearss, a
intervalos, una pistola d aire caliente, Es necesario seffa~



lar la gren importancia de utilizar durants”todas sstas mani-
pulaciones del papsl guantes dcsechablna con.el o‘nauto de-no
impregnarlo con aminocidos digxtalns. Ims papslcs filtro

conteniendo la musstra son:colocados:en marcos apropiadoa de
aluminio anodizado de 2020 25.

rondenss del mismo material

emy. snparadns entre. sf por

les se coloca sobra una charola:d

solventes deseado.. Finalment

graffa., El tiempo de la corri

mas por 1o menos durants 17 hnra

“visualizar a los ammcﬁcidcs

matograma eén una charola con

inspeccibn Sptima se- 1‘6[-111

res al revelado, medianbe: el Aiixilio de un negatoscopio.

Cromatograffa ional para a
plesmiticos (Shaw, st.al., 1971).

Papel Vhatman No. 3 (Whatman,Itd.), en hojas de 57 17.5

Cuba cilfndrica Pyrex de 12 24 pulgadas (Corni.ug Glass;
Co, ) para cromatografia,

Sistema de solventess B ol o

butenol (Baker Analyzed) id2i0 vommenas
dcido acdtico (Baker Anslyzed.) 13,0 voltumenes
agua bidestilada - . 5.0 voldmenes

Solucién estédndar: contiene los s:\guientes mninuéc;doa a



una concentracién de 10.0 mg#: leucine, metionina, tiro-
sina, alenina, &cido glutdmico, glicina, homocisbina, -
cido argininosuccinico, cistine, cistidine, histidine,
cistationine, fenilalanina y glutemina. Contisns ademés
prolina, & una concentracién de 20.0 mg %. Todos los
aminodcidos fueron adquiridos de Calbiochem.

Procedimisnto: Mane jando el papel filtro con el cuidado ya
sefialade, se aplicen 5.0 microlitros de suero en cada uno de
los 6 canales laterales (3 a cada lado del sdéptimo canal, el
central), - Se colocan 10,0 microlitros de la solucién del es-
t4ndar en el canal central ¥ una vez que las aplicacionss han
secado, se acomoda sl cromatograma en las cenastillas.del sol

vente. El tiempo ds 15 corrida es de aproxmaaamnta 18 a 20

horas. El revelado.se roalua de: una manera anélnga al de

Los cromatogrenas bidimensionales tmpleando la Solucién de
ninhidrina, '

1hiarazénés en ori

Cromatograffa en capa fina para dmitrofe
na (Thomas y Howsll, 1973). :

Hojas de silica gel (l’ﬂerck), e 20 20 cm, cortadas con
tijeras a 10°10 cm .,

Cuba chica Pyrex (Corning Glaas, co.) pera crumatograf{a.
Sistema de solventess:

alcohol iscamflico (Baker Analyzed) . 95.0 %
hidréxido de amonio 0,25 N :
(Baker Mnalyzed) 5.0 %

2,4-dinitrofenilhidrazina, 0.28 %:
2,4-dinitrofenilhidrazing

(Ferck) 0.7 ¢

4cido. clorhfdrico 1 N 250,0 ml
liezela de extraccién cloroformo-stanol:

etanol (Baker Analyzed) ° 100,0 ml

cloroformo (Baker Analyzed) 400,0 mi

Procedimisntor A una cantidad de orina squivalente a 0.4 mg



‘s¢ juntan las ‘tres. porcione

do creatinina se le agregan 2.0 ml de la solucién de dinitro-
fanilhidrazine, mezcléndose blen. Unos 30 mnms ddspués se

trensfisre la mezcla a un embudo da separac16n B8 axtrann

las hidrazonas formades, con tres porcionss de

na de la mezcla de cloro{amo—atapol. S’ dsscarta 18’ nrina ¥

d, exbraccién,’ D’ esta mizela

se resxtraen las hidrazonas con'15.0 ml dé wna solucién de’

carbonato de sodic:al 10,0 %.  Se dsscarta la mezcla de clorg

formo-etanol, y se’conserva la de carbonato d sodio, la cual
se "J.BVB“ con 10 0:ml ds.cloroformo-stanol y posteriorments

88 acidxfics;a pH 2-3 por adicién de unos 5.0 ml de HCL 5 N.
S0 vaelve'a reextrady la solucién mcidificada con cantidades
sucesivas de 10,0, 5.0'y 5.0 ml de la solucién de oloroformo-

otancl, la oual ss:conserva ya que contiens los dsrivados ds
los cetodcidos. “Se agrega una pequefia cantidad de sulfato de
amonio enhidro y se filtra, conservéndose el filtrado claro

el cual se svapora a ssguédad con un:flujo suave de aire, Pi

nalmenté, se disuelve el precipitado ‘an un'voldmen final de
0.5 ml de etanol.

De la solucién final se aplics.n 5.0 microlitros en la
placa de silica-gel, a 2.0 on gl bords’ ds'la misma y wna vez
que ha secado se coloca sn la cuba ae cromatograffa dejando

correr a los solventes de 4 & 6 hox‘as. Al finalizar la corri

da se deja que seque la ‘Placa a la tempsratura ambiente on
una atmésfera de aire seco. El compls;o alfa~cetodcido 2,4--
dinitrofenilhidrazona -se luqaiiaa f4cilmente por la aparicién
esponténea del color amarillo .que le 6s caracteristico.

ml cuﬂa u:

7



Prusba cualitativa.de dmltrnfsnilhldrazina paracompusstos
ceto (Thomas y Howell,:1973). 2

Reactivo s &initrof emlhxdrazma >

2,4-dinitrofenilhidrazina (Marck) 0.7 g
4cido clorhfdrico LN
(Baker Analyzed) ' . '250,0 ml

Procedimiento: S filtra la orina'y a 1.0 ml de este filtra-
o se le agrega 1.0 ml del reastivo de dinitrofenilhidrazina.

Inmediatements después de haber agregado el rsactivo,la solu-
 cunl
persistird si 1a prueba es negativa. ILa pruebaise cons;ﬂsra

eifn se ve clora, de color anarillo-enaranjado pélido e

positiva cuando se forma una turbidéz o prec;pitaﬂn ama.rillnn

to o amarillento-blanguecino unos 5 minutos dospués da‘ Havar

agregado el reactivo-de ﬂinitrofanilhldrazin

Deturminucién e aminohcidos plasméti ‘pc!’ rom
tomatizada de:intercambio 161’!1(:0. .

Ia muistea de-sangre obtenida para ﬂe‘tnmmnachn a8 emi~

nodcidos es cantrﬁu_gaaa e unas 3,000 rpm én une centrifuga
clfnica con el objeto ds separar al plasma. = A €sbe fltimo se
1e agrega un'volfmén iguel ds une solucién del ssténdar inter
no (nor-leucina disuelta en cloruro. de 1itio 0.48 N, pH 0.9;

a una acién de. 32 microgramos por ml).. A continuae--
ci6n, ¢l plasma es desproteinizado.por ultrafiltracién y de
sste ultrafiltrado ss tomen de 0.2 @ 0.5 ml para ser inyecta-

dos en un awtoanelizador as; aminoéndaa ’J:wl:nicnn con columna

e intercamblo catifnico, :

Cuentificacién de leucina por s1 mébodo de inhibicifn microe-
bioldgica de Guthrie (Shih, 1973

17z



Papel filtro Schluchar ¥ Schuell No. 903 (Seientific
Products)

Perforador para peﬁal de 1/5 +de pulgada de d16me1;ro.
Oharclas de pléstlco eetu‘ano dn 17 8 28 cm con cubisrta.
Estufa ‘de ;anubacién 237"

Medio minimo de cultivo de Demain modificado, cona’ntui—
do pors:

dextrosa
KpHPOy
KHpPOy
NE4CL \
NHy NO:
N:';sci
4eido glutémico
asparagina
I~alanina
solucién salina
1g504 . THYQ 60.0
1inC12.4H20 1.0
PeCly.6Hp0 ' 1:0
0.5
0.0

(XA
coowo:

oo

0 1

0 1

0 1

5 17

1 Ly
1 1
150:g/1:

1 1

1L 1

0.

20,
-0

e/
g
‘e
‘&
v
e
&
ml

-

caCly
. aforar a . 100¢

B. subtilis ATCC 6051
Inhibidor: 4-azelaucina
Procedimientot ] g

Preparacién del medio de chltivw‘ I.a dsxtroaa ELB prupara co~

tes de usarse, 9 partes-ds la solucié
de la solucidén de dextrosa. E
Preparacién del inhibidors A una; co 1 %
e 4-azaleucina, se obtiens una Zona ds scimiento éptimo en



el rango de 1.0 a 10.0 mg/100 ml de leucina, siendo la concen
tracién plasmética normal de este, aminoécido de 2. 0a4.0 ng/

79

100 ml. Ia solucién dsl mhi\uﬂar es preparada de. tal manera

que s¢ necesite menos de 0.5 ml de dicha solucién para ‘alcan-
zar la concentracién arriba mencionada por. charola.’La’canti
dad 6ptima de inhibidor podrd variar en funcmn du'iaa Qifen
Tentes cepas de By subtilis -

Puparaclsn dsl maculo. Laa‘A‘Sporas

agar en 1000.0 ml de agua destilada sol

con agwa hirviendo.  Una vez'que el dgarise ha rliﬁuelto com-~

pletanents, se deja enfriar hasta 90-55.C . Al alcanzarse es

ta temperatura se agregan el inhibidor, ‘el inéculo. (e‘l .cual -

también estd a la misma temperatura) y un-voldmen igual de me

@io de Demain, mezcléndoss de menera homogénea. Do esta mez-
cla se colocan 150,0 ml en cada charola ds pléstico de 17.8
28.0 cm con lo que s¢ obtiéns una capa de medio de cultivo de
grosor apropiado. Iaes charolas pueden rsusarse sin necesidad
ds ser esterilizadas,

Preparacién de los especfmenes de control: Puede utilizarse
sangre descartada por un banco de sangre en funcibn de su fa-
cha de vencimianto. Se cuantifica en un anali"‘adnr de aminof
cidos su contenido ds leucina y a diferentes alfcuotas se le
agrega la cantidad necesaria de leucina para obtener concen-—-
traciones dé 4.0, 6.0, 8,0, 10.0, 12.0 y 20,0 mg/100 ml .



De estas alicuotes se aplican muestras al papel filtro S.5.
903 para formar manchas de 3/8a ],/2 pulgada de diémetro. i
na vez que han secado a tempera’hura ambients, las hoaas pus —
den guardarse & 4 C en desecacibn. Antes de su uso deberdn
de ser autoclaveadas al igusl oue el papsl filtro problema.
Preparacién de la muestra problema: Bn hojas de papel filtro
5.5, 903 se colocan gotas de sengre dsl paciente procurando
que alcancen wn didmetro de por 1o menos 1 om (3/8 de pulgada).
Después de que han secado, se coloca a los papeles fil\‘:rc; en’
eutoclave por 3 minutos antes de ser utilizados.para la cuan~
tificacién,

Procedimiento para la cuantificacién del aminodeido: - Una vez
qus el agar se ha endurecido, s¢ colocan las muestras proble-
ma (en forma de discos de papel Tiltro con sangre d¢ uvos 350

um de difnetro-1/8 de pulgeda-), separadas entre sf por 2.5 .

cm. En la hilera intermedie se coloca una serie de. dis
controles,’ Ds esta manera, cada charola pusde acomoda:
tal de 72 discos en 6 hileras de 12 discos cada’ una.
rola se inouta a 37 C durante 1a noche, ' ; .

Pare 1o interprefacifn s examine la’cliarola’en’bisca de
la presencia de halos de crecimisito de(B,. Bubtilis Blredsdor

da los discos problewa. Para semicuantificar a la leucina

presente on la sangre del pacienél’, 86 compara’el ‘didmetro ded
halo alrededor del disco problema con 1os halos de: los: discos
controles, :

Con esta prusba, valores de nés de 4 mg/100 ml de leuci-

na se consideran anormales.



CULTIVO DE TEJIDOS

Medio d8 cultivo: medio minimo. de Eag}.u (modn‘icado), con
12 # Ge susro bovino Tstal.

MEM an polvo (NABI) 9,8 g/1
NaHCO3 (Mallinckrodt) 2:2.2 g/2
Piruvato de sodic, 200 mM <
(Calbiochem) ©5,0"ml
Nucledsidos sin guanosina; :

100X {Calbiochsm) : 10,0 ml
Guenosina, 33X (Calbiochem) 30,0:mL "
4ecida asebrbico, 1 % (lexck) 0.5 ml
Suero bovino fetal (Microbiolo= . i i
gical Associates) :220,0 ml7
ague bidestileda 835,0 ml - - N

Procsdimiento: En un matréz ae Erlenmeysx 86 "colocs sl agua
bidestilada a la que e agregan cada wno da 1os componentes
arriba mencionados: (sxcepto s1 bicarbonato.de sodio, el cual
s¢ agrege hasta sl final para faciliter su disclucfon), mane-
jando esterilmente al piruvato 4 sodio; muclsésides, guanosi
na, #cido. asc6z‘b1co y suero bovino fetal, . Se agite la mezcla
empleando: una barra magnética y se le adiciona, por. §ltimo,
el bicarbonato de sodio, "5S¢ ajusta el pH a aproximadamante
7.2 y se osteriliza'por filtracién s presién’en wn filtro
Millipors de 0,22 micras, - Se conserva: en ;‘afrigarhcién vajo
condiciones esbériles. e

Piruvato de sodio, 200 mM: .

Piruvato de sodio-(Calbiochem)
agua bidestilada 20

Hucledoidos sin guanosina:

adenosina (Calbiochem) L.5:g
timidina (Calbiochem) 1.5'¢
citidina (Calbiochem) 1.5 g
uridina {Calbiochem) L5¢g

0,0 .ml.

agua bidestilada 100
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Guanosina, 33X:
guenosina (Calhiucmm) : 0.5673 ¢
agua bidns‘tilaﬂa 1000.0 ml
Acido ascdr\nce, 1.0.4°
£cida’ascérbico (Herck) 3 1.0 g
agua mdastuada 100.0 mlL
Antibifticos de Eagle:

penicilina G potdsica (Squibb)
estreptomicina (Squibb)
aureomicina (Cynamid):
agua bidestilada :.¢

Preparacién: Todas las g’al}gciuﬂaa s!.‘p’rtgl‘)a.x‘an,pui' §ép&radu

cipiente con papel aluminio.

Solucién de verseno:

EDTA (Sigue de México) 1.0 g
NaCl (Mallinckrodt) 4.0'g
KC1 (Mallinckrodt) 2.0 g
tris-base (Sigma de li€xico) 1.5'¢
rojo de¢ fenol, 1.0 # (Merck) 0.5 mL
agua bidestilada 500.0 mL
Solucién de tripsina:
tripsina (Merck) 0.63 g
solucién de verssmo - 250.0 ml

Preparacidn: En un matrdz de Erlenmeyer se prepara la solu--



i

cién ds verseno mezclando: 108 componsntes arriba indicados.
Una vez preparada, se toman 250,0 ml ¥y en:8lla-se disuelve a
aji{étg‘ 1 pH @!7.8. 0 Se
: un filtro Ki——

la tripeina.- ‘En aun:as snlucioma

esterilizan por. rutzado a pre: 16n a través. a
1lipors de 0,22 micras,
go la tripsina. S8 conservan

Frascos de cultivos:

botella T-25 (Falcon Plastics)
botella T-75 (Falcon Plastics)
cajas ds Petri ds 9,0.cm 3¢’ didmetro

Céiulas

Fibroblastos en cultivo: Los fibroblestos cultivados del pa-
ciente, ds su padre y de su medre fusron obtenidos a partir

dc un explante de piel y tejido celular subcuténeo tomado de

1a regifn gel misculo deltoides (realizado en el Hospital del
Nifio, Instituto Nacional ds Pedistrfa; D.I.F.). Previe infil
tracifn de la regién con xilocafna al 1'% se realizé asspsia

y antisepsia con jabén isodine, solucién salina estéril y.al- .
cohol. Ss practicé incisidén de 1a'pisl ¥ e jido celular sub~’’
cutdneo con unperforador circular: cuténso de 5,0 mm de didme

tro. los fragmentos asi obtenides fueron colocados en wn tu-
bo de ensays de rosca, estéril, conteniendo 25.0 ml de medio
de cultivo al gus se ¢ habian adicionado antibiticos:al 1'%
A partir de este momento, dichos fragmentos ss mene jaron sism’
pre en forma estéril, - Algunas horas m4s tarde, en el 1§.bura—
torio de Biologfa Celular del Inst}tuto de Investigaciones —
Biomédicas, los fragmentos de tejido fueron colocados en ca—



7%

jas de Patri dentyo de,una campana de flujo leminar y corba——
dos en fragmentos més yaqueﬂas {de ‘urios 2.0 mm de longitud)
mediante sl empleo da pinzaa s aiseccién y tijeras ae cutfcw
la. A su vez, astos pequeﬂos fragmantos se colocaron sn botg
11as d¢ cultivo 1-25, cinco fragmentos por botells, y ss adi~
cioné 1a cantidad suficiente de medio para cubrirlos totalmen
te pero sin que llegaran a flotar. Se incubaron a 37 C .
Aproximadamente de ires a cuatro semanas despuds de ha-——
perse remlizado el explante, ss pudo apreciar, slrededor de
cada fragmento, una gran cantidad de fibrobvlzstos y, ocasioe-
nelments, células epitelioides. A partir de este momento, el
medio de. cultivo, ya sin entibiéticos, comenzé a cambiarse cg
de tercer dfa, 'Una o dos semanas més tarde, mediante sl em--
pleo ds la solucién & verssno y tripsina, las células fusron
despegadas y transferidas a botellas T-75, Al llegar estas
cdlulas ‘a confluencie fueron subcultivedas a nuevas. botéllas

7-75 con 61 objeto d¢ expandir a las lfneas celulares., Una

ves logrado ssto, aguellas c€lulas que’no.fueran & ser uti

zadas para expanmunta,ci&n fueron eang!ladas en nitz‘d
quido con el fin de evitar su senascencia. Ning\m .4

lunles utilizedes para experimentacién sufrif més
tivos. la 1fnea celular derivada del pacionts
AFA; la del padre del paciente PAF'y 1a de la
ciente WAF. Lo ) B

Las 1fneas celulares normslss wtilizadas' como controles

fueron obtenidas & partir de prepucios de nifios recin naci--
dos, sanos, en el Hospital Santa Teresa. Dichos prupucms
fueron mane jedos de una manera ahéluga a lade.los fragl\entos
dérmicos mencionados lineas arriba.



a

Fraccién enriquecida de plaquetas: Algunos experimentos ss
realizaron con homogenados de preparados celulares enriqusci-
dos con plaqustas’ obtenidos a partir ds sangre tobtal, ssgin
la téenica de Blass y asociados (Blass, et.al., 1977). Se g
mé por lo general 15 ml de sangre venosa y se mezcl6 inmedia-
tamente con 0,2 voldmenes (3.0 ml) de una solucién salina-neg_r
trédn (Daxtran, Sigma Chemical Co. (P.M., 170,000}, 5.0 %#; clo=
ruro de sodio, 0.7 %; EDIA, 1.5 #; pH 7.4) en la misma jerin-
ga y 86 dejé reposar on bafio de hislo durante 60 minutos con
lo qus los éléhulos rojos sedimentaron sobre sl ¢mbolo. de la
jeringa. Al finalizar los 60 minutos, se dobld cuidadosamen—
te la aguja de la jeringa hasta formar un dngulo de 60 y se
impelid a través de ella el plasma hacia dos tubos de pldsti-
co da centrifuga. El plasma se centrifugé por 10 minutos &
3100 g y 4 C, con lo'que se.obtuvo un precipitado rojizo.

E1 sobrenadente se descarté y se agregaron 3.0 ml de agua
fria bidestilada durante 30 segundos al tiempo que se coloca—
ba al tubo en un vértex con el fin ds resuspender sl botén ce
lular. La isotonicidad se¢ tesbablecié agregando 1.0 ml de u~
na solucién de clorurs ds sodio el 3.6 # y mezclando répida--
mente en el vértex,  S¢ volvié a cen;;rifugm' a' 3200 g y sl bo,
t6n celular obtenido ss lavé con 5.0 ml de solucién selina a-
mortigliadora, pH 7.4. (NaCl, 8.0 g; XCl, 0.2 g; NapHPOy, 1.5- 83
KHpP0, 0.2 g; HpO, aforar a 1000 ml). Este lavads se feotud
un totel de tres veces, Después de la #ltima centrifugacién
y antes de resuspender a las cflulas, el tubo do centrffuga
que las contenfa fus sumerjido en hislo seco-acetona con el
objeto de romper a las c€lulas. Posteriormente, dicho homogs
nado celular fue‘ resuspendido en una solucién @ortigﬂadora

>



de Tris-HC1-EDTA (Tris-HOL,-50.0 mM; EDPA, 0.2 mM; PH 7.5).
La concentracién. finel de proteina minca fue menor a 2.0 mi~—
crogramos por microlitre, ‘De ssta resuspensifn se tomé el vo
1¢men necesario’para conspituir la mezela de reaccidn ssgin

se indica an 61 procedimiento para el snsayo enzimético.
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ESTUD10S DE ENzZINOLOGIA

Determinacifn as proveina por 1 metodo de Lovry modificato
(Oyame. o Eagls, 1956),

Solucién A :
20 (J.1. Baker). 0.0 g
3015 Baker)® L Mog
bttt sodio y potas:\o

(.r. Baku‘)

5.0 .8
000.0 ml °

Solucién ' :

solucién A - ; 50.0 voltmenes

solucién B : .. 1.0 volimen
Reactivo: da Fulin-Cioca.l’beau

reactivo .’ B )

agua; hiﬂestilada ‘ ' ::9.0 o

Procedimiento Sﬁ realiza por: triplicadﬂ <'A 108 .tubos "blan

co g6 les. coloca 1, O m de: agua videstilada. A" los tuhus

con esténdares se le colooa 1.0 il da agia bide
niendo 10.0,'20.0, 30,0, 40.0 y 60,0 microgramos de albimina
bovina, En los tubos "problema se coloca una cantidad apro-

ximada d¢ proteina equivalents a 30.0-60.0 microgranmos en 1.0
ml de agua bidestilada. A continuacidén, se colocan‘en cada. u
no de los tubos 5,0 ml de la solucién "C", ~Posteriorments; .
con jeringa Cornwall ss colocan répidaments 0.5 ml del Teacti
vo de Folin, mezclando en un vértex. Ia lectura colorimtri-
ca pusde efectuarse entre 30 y 120 minutos ms terde, ajustan
do 61 colorimetro a2 660 milimicras de longltud “de onda. 1a
cantidad Ge proteina en el prcblama ) calcula . pp.rtir de la
curva esténdar. !
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Preparacién del fcido alfa-ceto-isovaldrico (RUdiger, st.al.,
1972). :

L—valj.na—l—cu (Nelv England Nuclsar)

L-amino oxidasa (Worthington Biochemical Garp )
catalasa (Worthington Biochemical Corp.)}
resina Dowex 50 W (Sigma Chemical Co,)
amortigiiador Tris-HC1l 1 M (Sigma Chemical Co.)
placas de silica-gsl (lsrck)

Procediniento: Se liofilizan dirsctamente en s envase origt
nal 50.0 micro Curies de valina-1-c4 con una activlﬂad espen
cifica aproximada da 50,0 mC/mM, E1’ polvo. reaultanta es e

1 ds’capacidad
utilizando dos porciones de 500.0 m1cr011tros cada:una, vde a—-

transferido: & un matrdz de Erlenmeysr de :20

gua destilada, A continuacién se agregan 5005 microli‘bras
del amortigliador Tris-HC1 1 M, pH 7.7; 50.0:microlitros @s u-
na solucidn de catalasa a una concentracién’ 6} BQB:mg'/ml ¥

200,0 microlitros de la solucién de la'L-amino oxidasa; pre—

cisamente sn el orden mencionado, . Realizada la mazcla se: ga-
ssa sl matidz con Oy, 3.0 1 por minuto; durante 1 mimuto’al
final del cual se tapa hermticaments a dicho. matrdz con un:
tapén reversible de hule, ILa mszela se incuba en'un agitador
metabSlico Dubnoff a 37 C , con agitacién continua ;;,po” :

cio de 3 horas. Al finalizar los primeros 60 minutos de 1ncu‘

espa

bacién se. vuslve a’ gassar el matrdz con Op s

La seperacién del deido alfa-cutn-lsoval(ricn d!.l amino-
4cido residual se Tealizé haciendo pasar a toda la mezcla-de
incubacién a través ds una columna de 10.0 70.0 mm de resina
Dowex 50 ¥, la cual habfa sido lavada previamente con NaOH
1 M; Hy0; HC1.) M y finelizendo con agus. Ia slucién del ce-
todcido de la columna se realizé con agua, ajustando cuidado-
samente la velocidad del flujo.a 1 gota cada 10 segundos y co



lsctando fracciones de 1,0 ml en vialss con tp.pa de rosca.
Habituelmente: se colectarun 10 fraccmnes, »de chE unads-las

cuales se_ tomd: 1.0 microlitro con’ 61 quege; mpu@w un_papsl

cidn esponténea sl Gebodoldo, la Traceidn Tesultante de lay
nién ds’ las fraccionss 3,4 y'S, depsndisndo de’la cantidad
totel de radiomctividad qun'tuviu'a, ss. dividiéia su vez en
fracciones con radioactividad’ suficisnts cadd una para reali-
zar un experimento, No se nsutralizé el pH cido de las mis-
mes (1.5 unidades) sino hasta ¢l momento del €xperimento y 5
guardaron en congelacitn a =20 C. .

Ia puroza del cetodoido fus-confirmada por cromatograffa

ascendente en capa fina y elabo 6n @el-radi bogr
correspondiente con sl radiocromatégrafo del Departaments ds
Biologfa de in Reproduccién del Instituto Nacional Ge le Nu--
Tricién.

Medicién de la deshidrogenasa de cetodcidos de cadena ramifi-
cada en cdlulas intectas (Dancis, et.al., 1973)
solucién de tiasmina~HC1 (Merck): se prepara a una concen
tracién de 100 mg/ml. Para ello, se disuelve 1.0 g
de tiemina-HC1 en 5.0 ml ds Hy0 y s¢ ajusta’el pH
0 4.5-5.0 agregando 5.0 ml de una solucidn de
NeHCO3 al 2,0 %, La temperatura deberd ds estar en
tre 0y 5 C . Se slmacena a =20 C

oy

<
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NaCl. (J.T. Baker): sol. L, al ... 0.9 %
¥C1 ' (J.T. Baker) - sol.2, el 215 [
CaCl, (J.T. Baker). sol.:3);al 1.22.%

NgSO .'nizo (3.7, Baker) sn1.4, al 3 82 %
amur%lgﬁador ‘defosfato 0.1 M

v 1000 0 ml
preparacién: “se mezclan 100 voldmenss de la solucién de
clorure de sodio (solucidn 1),-con 4 volimenes de la so-
1ucién 2, con 3 voldmenes de la solucién 3, 1 voltmen de
la solucién 4 y 20 voltmenes de la solucién emortigiiado-
ra, Xa solucién asi preparada se gasea con Oy, 3.0 1
por minuto, durante 1 minuto, S forma un precipitado
de fosfato de calcio el cual se suspende por agitacién
antes de usarse la solucién, Es estable durante una se—
mana si se guarda en refrigeracién. Cada una de las so-
luciones que la constituye s sstable por meses si se
guarda, sin mezclarse, en refrigeracién, excepto el a---
moztigﬂaﬂor de fosfato que dsberd guardarse en congslo--
eién,

leucifia-1-0% (New England Nuclear),
valina-1-C14 (New England Nuclear)

El aminodcido radioactivo es diluido en una sclucién:de
NaCl 0,08 M a 10.0 microCuries por ml. La activided es-
pecffica s8 ejusta a 0.5 microCuries por micromola y el
pH aproximadamente a 3 con HCL o NaOH, La dilucién se .
realiza horas antes ds iniciar el expsrimento.

Hiamina, Amersham Coxp.

Mezcla de centelleo:

‘tolueno (Marek) 1600.0 mL

PPO (Amersham/Searls) 4.0 g
POPOP (Amershem/Searle) 50.0 mg

Procedimiento .para la incubacién: ' Antes de iniciar el expe--
rimento se prepara el emortigliador de Krsbs-Ringer-Fosfato,



se Gescongsla 1a tiemina-HCL y ss diluye y ajusba el ph del g

minoeido raasoaétivo. Alcontinuacidn, ss despngan 108 fitro
blastos de una botnlla T—75 totalms & conflusnte maﬂianta sl
uso de la soluci nas d; Vu‘sano
en 10,0 ml-de med.
pléstico de
10 minutos

Ringv.r-Fosfatn emplamdo un v6rtex.
vajo las mismas condicionss. - Este "lavado!

ces. En 1la {ltima ocasi6n, el botén. usluler

de Krebs-Ringsr-Fosfato. Ds esta mcnu‘a, Sodas
provenientes de una botella T-75' confluente quzda.n resuspendi
das en 1.0 ml, o que permite fomar 3 fr ccmnss de 0,275 ml
cada una (6.825 ml en total) qmdando un,pcquaﬂe remamntc en
el tubo de centrifuga. . Cada una;de

; Iraccioms 48 colo-

cada en un'tubo de ensaye ds T ‘mm 61 cual 86 coloca den-
tro de otro de150.15 50 1. Los " ‘blancos s preparan con' el
mismo voltmen' de Krubs—ningur—?osfs.to, sin cllulas. A’conti-
nuacibn se agragan 0,005 Wl de la solucién de tzamna—ﬂél me—
diante el empleo de una pipeta Eppendorf. -En:el mcmento de i
niciar la reaccidn, se colocan con pipete Eppendorf 0. 025 nL
de la solucién con el aminocido radiocactivo, se oxigena al
tubo contanicndo la mezela de reaccién (3 1/min, durante ‘15

segundos), ss sella el tubo invirtiendo el'tapén dehule (Cur

+tin Scientific Co.) al qus se encuentra Fijo:un'pocilla-de
pléstico (Kontes Glass Co.) y ss coloca en bafio maria s 37 G
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con agitacifn. continoa. EL pH d¢ la mezola ds reaccifn debe—
ré de ser ds 7.1 7.3 . Ss incuba por sl tiempo conyenido,
usualments 90 minubos:' Al trning dsl tiempo ds iheubacién
se para la reacci&n meﬂmn‘cu’la inysceidn, a través del tapén
de hule, de 0.3 m1 a écla trmluroac\{tmn 8l 5.0 %, Inme—=
on-extremo cuidado se inysctan, . tambifn

diatamente ﬂespu(s ¥
a travls del tapén, 0.3 ml a. hiaminn en u pocillito, ' Se
4ransfieren los-tubos'a baflo ‘de hislo con’ agitacién’ suave ¥

se dejan incubar por 30 minutos mds. Al finalizsr é_é € tiem-

po, con sumo cuidado se invierte el tapdn de mul
el pocillo con la hlamina, 56 corta de su sop rie utuizando
tijeras perfectamente afiladas.y se cnlaca en univial de can—
ia radioactividad
ss determing en un espectrémetro.de cuntullan 1fguido Packard

tellso con 10.0 ml de mezcla de ctmtellco.

modslo TrieCard 3390 con une sficitndia superior al:90 % .

ledicidn de la deshidrogenasa dn catoécidos ¢ cadena ramifi-
cada en homogenados celulares”(Danteriy Flsas, 1975).

Amortigliador Tris-HC1-EDIA, pH
Trig-HCL (Sigma)
EDTA (Sigma) - St ey

Pirofosfato ds tiamina,. 0,15 mM . (Sigma)

Cosnzima A, reducida, 0.2 md (Sigma)

Nicotinamida Adenfn Dinucleétido, 0.2 mM {Sigma)

MgCl,, 0.15 mli (J.T. Baker)

es custro (ltimas sustancias son estables por unos ——-
tres meses si son almacenados a —20 € y 5i 56 evita con-
gslarlos y descongelarlos repstidamente fraccionéndolos

en alfcuotas apropiadas. |

4cido alfa-ceto-isovalérico-1-Cl4, 1 mG:L/m!\l.

preparado a partir de valing-1-ci segén se indicé ante-
riormente.




Procedimiento para la incubacién: :Antes de iniciar el expsri
mento se descongela sl frasco qus:contiéns al doido alfa-ceto
isovalfrica. Depanﬂiendo ds la cantidad ds raﬂlcactividad
contenida’en sl frasun, 86 ajusta la aet;vidad espscifica a
1.0 microurie por micromola agregando fcido alfa—cato-isava»
1¢rico: no radioactivo. E1 pH de esta solucién: ‘goid o/se;eleva
u‘tiliznndn‘ 10.0 microlitros de NaOH Slf con .'Lo,qu,u se llsga a

valores de 5.0-5.5 . En todos los experimentos/realizados sl

voldnen se ajusté de tal manera que en 40.0 microlitros ss tu
vieran 0.2 microCuriss (con una actividadv‘r.s‘pu‘é!figa ‘de 1.0

microCuris por micromola), - Bl 'frasco fus-gaséado suavemente

con nitrégeno con el objeto de 1ihaz~ar 8. los conta.mimmtss ra
dicactivos voldtiles, b o

Cuando en 61 ensayo se umplaaron homng@nados de :fibro——=
blastos, ss procedid de mansra andloga al p}zntu a.n_tarior (£~

broblastos intactos incubados con aminofeidos radicactivos)}
excepto qus‘al finalizar sl tercer enjusgut; antes de resus--
pender al botén celular, el tube de centrifuga se sumergif en
. un baffo de hiuln saco-acetona (-50 C) con lo que:se rompieron
las cflulas. A partir de este momento y hasta antes de e in

cubacibn, todas les manipulaciones se muaron en baﬁo de }u.a

lo y con las soluciones previamente enfriadas.

En funcién del rendimiento proteico comunmente obtsnidu, g

¢l botén, una vez descongelado, Se resuspsndib:en’ 0O, 5-ml-de

solucién amortigliadora Tris-HOL-EDTA. Ds esta menera,’se po~
dfan colocar fraccionss de 120,0 miccolitros: =por, tziphnado,
0,360 ml-, en los tubos de ensays, quedando un remanente.acep
table, adenfs de que cada fraceién de 1200 miscolitros conts.
nfa una cantidad tal de proteina que cafa aapt:jo.ael'rango 88
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fialado como Sptimo por Dannér.y Elsas (300-500 miccogramos de
proteine celular). A 1oa tubos *hlanco me Yes colosé 120 mi
crolitroa de amnr gtiad Tr).s-HL‘l—ED’l‘A.

ca;'on 10.0 miccolitros de cada uno

A conﬁzgua}:iﬁ
To c acoién fus iniciada al colo-—
‘a1fatoe to-isovaldrico radioacti
assar con Op al 95.0 %, 3.0 1/min.
1 tubo invirtiendo sl bapén de -
{dal bafio de hislo o un baffo marfs a
abitualments se- incubf por 90

$ inysotando 0.25 ml de acstato

de sodio (pH de 3 1 résto de la incubacién procedif de
manera endloga. al éyayrta&nka\nfcarior. :

Cuando” €n*el e€nsayo se utilizaron homogenados de. fraccio
nes enriqusdideé con’ plaquetas, dichas fracciones se obtuvie=
ron segin se aplicé en el apartado correspondisnte, Al fina-
lizer el dltiro enjuague y antes de resuspender al botén celu
ler, el tubo que lo contenfa se sumergié en un baffo de hielo
seco-acetona, Finelmente, el homogenado celular fue resuspen
dido en 1.0 n;l de solucién amortigifadora Tris-HC1-EDTA. -EL
resto d 1 ensayo sa realizé igual quu con los homogenndoe ds
fibroblastos.

De los difersntes remanentes ds los homoganados . celula-—
res habit

nfg g8 fomaron 5,0 o 10,0 microlitros para le

determinacién de proteinas por el método modificado: de Towry
(Oyama & Eagle, 1956).




CAPITULO IV

RESULTADOS

Une vez r:allzado €1 ﬂiag\&stico de enfermedad ‘de orina
de Jaraha de arce :n base a los elsvados mvelas plasmétlcos

de leucina 'y a 1a presencid de’ cetodiidos en ring, se proce-

d16 a mstltui.r !l tratem:l.enta di;t(tlco.‘ Como puede npra-——

ciarse an 18 Flgura B, con una duta 1nicial de: 2,5 g ds pro-
teina por kilogramo de peso corporal los riveles plasndticos
de leuoina répidaments desds valores superiores a 20.0 mg/dl.
Sin embargo, con dicha cantidad,de’ proteina distdtica los ni-
veles plasmiticos continuaron oscilando alrsdedor de 8.0 mg
por 4l ;-cifra todavia considerablemente elevada.

En un intento poxr lleiax“—‘dicho nivel a valorss mds cercg

nos a lo fisiolégico:( 2.0 mg/dl) la ingssta proteica‘se redy

Jo suce siva’mente’ e 2.0

W5 y 1,0 g por- kg de pesoy A pesar’
de esto, los mvsles no s nome.lizaron adends de que

1 pa—
?or 1o hmtu, 86! ﬂacia:G suple

ciente comenzé-a perde;

mentar la dista’ hipoprotauﬂ con una mezela de” ammoéc:ldos 1i

bre de leucina, isoleucina y vaJ.:Lnﬂ. De asta mann'a, los ni-
veles plasméticos de leucing padieron normalizarss completa——

mente ademds ds. que ¢l paciente comenzé a awnentar dg,p 80,

Solaments sn una ocasién pogterior a la normalizacién da'los .

niveles plasmfticos {stos rebasaron el nivel: orihca du 10.mg

por @1, lo cual coineidié con la aparicién’de un cuaﬁro de sa
rampién.

Como puede observarse de 1a misme figura, le adminiatra-
cién de dosis suprafarmacolégicas de tiemina (300.0 mg/afa)

B
e
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durants 10 das no produjo ningin sfecto en 1os niveles de
leucina ya que’ €stos no mostraron-ningin:cambio cuendo se’sus

Tos resultados 6n Andirecta de la deshidrogs

nasa de cetodcido; a@'pri};',ramiﬁcaan incubando fitroblas-—
tos intactos con Teucina-120M y veline-1-024 se’ ilustron en
la Figura 9 y en las tablas 1y 2.° Ia figwa muestra los pri

meros ensayos enzimfticos realizados con fibroblastos del pa-
14
C

ciente y de:2 controles normales utilizando leucina~1-
Es svidents tento: 1a completa linearidad obienida durante los
primeros 180 minutés de incubacién asi como la gran diferen—-
cie en la capacidad de decarboxilacién del aminodeido radiomg
tivo por las cflulas normales y las célulaé del- pacients,
Cuando sé incubaron los fibroblastos del pacunte y de

sus padres con 1eucinn—1—014

se evidencid unalvez més la baja
actividad de.la deshidrogenasa de 951:0'5",5@605 de cadena ramifi
cada del paciente, la cual fue ds 501076,67 % con respecto. a
1a actividad normal (fabla 1), - né'de’ja de ser interesante,
sin embargo, la elevada activiﬁad nzindtice de les oflulas
de los padres, los cuales, por ser heterocigotos.obligados,

serfa mds provable que tuvisran wae. act:wiﬂa.d por dsbajo de
los controles. Es mpoz-tantu mncionu a sste. respecto que
B8i bien con frecuencia se observa qua los ‘heterocigotos para
nlg\in error innato del mets\wlismo posun actividades enzimé-

ticas con valores cercanss ‘al. 50 ;‘. de.la” actividad de los con

‘troles, no ha sido.posible 1dentificar de.una manera config--

tle & los hr.terocigotos as 1a e fermds.d de ‘orina de jarebe
de arce utilizando al ammaéc;\de rsdioacnvo y oflnlas intac~
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TABDA T
ACTIVIDAD DE DECARBOXILACION DE LEUCINA-1-C14
POR PImOHMTDS HUMANOS

AG'I‘IVIDAD
{nmolas de lAccg/J.oﬁ G 1ulas/Hr )

% DE ACTIVIDAD,

Controles o.65 (9yf i " 200.0
Pacionte 0.003% (5) . 6.67
Padrs 1.2 (3) B 172.8

Madra 0.96 (3) . 18,2

# E1 niaero do sxperinuntos estd indfoads antre pmmuia. Cadn experimento se realizf
por triplicado.

+ Significativemente difersnte de Tos nnnttales (P 0,001},

N



i

CTABLA 2

ACTIVIDAD DE DECARBDXILAQION IE VALmA—l—Cl4

"POR FIBROBLASTOS HUMANOS

- ACTIVIDAD
{(nmolas ds 14C0,/mg de D

% DE ACTIVIDAD

Controles L2442 (4 LA
Paciente 0.06* (4)'
Padre 1,08 (3)
Madre 1.56 (3)

# E1 nfmero de experimentos estd indicado entre paréntesis.
por triplicado.

+ Significativamente difersnte de los controles (P 0.001).

Cada experimento.se realizé



tas ya.que los valores as{ obtenidos no se apartan significa~
tivaments de los normales. Por otra parts, si se considera

que nuestra pnblacidn ¢ controlss normales en esté caso esty
vo compuesta par soln 2 1{neas celulares difsrsntes, es: razo-

navle suponer que la dctivided enzimética tanto ‘de1 padre’ co—

to de la nadre del paciente se encusntra reslmente dentro-de

1mites normales ¥ no’elevada, : S
' B empleoide velina-2-c14 . demostré

cidad de los fibroblastos.dsl pacients’pa
-Con ‘este “eminoc

nodcidos ramificados.

prnbnhlement al

do s8 hlclu‘an 1a

Con sl’ obj

'c;umplajo enzinftico’ tanto dal paciem‘:a como’ de ‘eus padres se

procedid a dat‘}srﬁmi‘n’gr‘la activided del mismo empleando homogs
nados. celulares incubados con alguno de los sustratos reales
de 1a enzima. (cetofcidos de cadena ramificada). - D6 esta mans
ra s8 évitarfan los pasos.previos gque intervienen cuando ss
emplean cflulas intactas y aminodcidos radioactivos tales co-
mo. transporte membranel y citoplésmico del eminodeido, transg
minacién del mismo y su transports.haste mitocondria, todo e~
1lo dsntro del complejo marco de interacciones mstabélicas ds
la cflula intacta. Pussto que Denner y Flsas (Danner y Elsas,
1975) observaron que la actividad enzimftica méxima en cdlu—
las normales sc observa al emplear 4cido alfa-ceto-isovaléri-



co, se decidié emplear dicho sustrato en las-subsecuenies me-
diciones. X o Sk

le preparacién deeste cetodeido pe realizé a partir de
valina-3-CM4 ‘incuvade con I-amino oxidsse segtn s¢ explicé en
¢l capftulo’de materiel'y mdtodos.. :Como es fdcil suponer, la
pursza’del cotodoido es ds suma importancia. pera la correcta

determinacién g8’ la actividad:de la dsshidrogenasa ds cetodci

d0s de”cadena ramificade,  Consecusntemsnte, ton el objeto de
corroborar dicha piresa-se sometis al cstodcido radiosctivo’s
la pruste de le dinitrofenilhidrazina con posterior’ cromabos.
graffa asceridente en capz fina de¢ la dinitrofenilhidrazona’

formada,, De este manera, se obtuvo un cromatogrema en el qus
claramente s8 aprecia una sole mancha corrsspondients al deri
vado ds 1a dinitrofenilhidrazona (Figura 10). - Dicho cromato-
grama fus posteriorments analizado por radiocromatografia con
la finelidad de observar la distribucién ds la rﬂ.ﬂicﬂﬂti‘liﬂaﬂ
a lo largo/del mismo. Ia misma figura 10 muestra la’ e.bsoluta
correspondencia entre la mancha del derivado de 111 dinitrufa-

nilhidrazona v la localizacién ds la zona con sl méximo cente

nido de radivactividad. Con ello. pudo cunclu rae q ‘13 pure;

za del 4eido ulta—cnto-isoval‘rica preparago Tus tobalnents
sa‘hsfactoria.

Por otra parte, dado qus por su féeil ﬂaca.rboxllacmn [Y:3
ponténea ¢l empleo del alfa-ceto-isovalerate es dificil y la-
borioso y de que ademés diferentes problemas tdenicos tales
como velocidad de crecimiento, conteminacién bacteriana y por

hongos, mimero insuficients de cflulas, etc. dificulten el em

pleo indiscriminado de c€lulas en cultive, se decidié montar

la técnica de medicibn de decarboxilacifén del alfa-ceto-isova






lerato sn homogenados de fracciones celularss enriquscidas
con plaquetas. E) motivo de habsr escogido a sstas oflulas
Fus 61 8 que @Ygutos. shboras las’ considersn com.1a8 més a—
proiadas para &ste ¥ipo de mediciones por su mparents relati-
va abundandia de mitocondriss (Cederbaun, comnicacién perso-
nel). Gomo se'recordard, la deshidrogenase ds cstodsidos de
cadena ramﬁ;cada tiene una localizacién intramitocondrial
por 10 ‘qus iparecta atractivo poder travajar con célwlas fdcic
les 3¢ obtener .y ricas en mitocondrias.

ta tabla 3 ilustra los resultados obtenidos sn la deter-
minacién de. la actividad enzimdtics sn muestras provsnientes
ds 11 individuos normsles aiferentes. Pueds observarss como
los va.lore;.s néximos’y. minimos obtenidos oscilaron sntre 0.81
y 0.z1 nn{olaé' a8:6M03 por nora de_incubacién yor miligrainu
de proteina rtspuct1vamenta, con una media de 0.48+0.19. -
ta ohsarvacldn ‘e sumaments - interssante. ¥a que ocontrasta ﬂa

mansra not{abla ,con-l_os valorss réportedos por. Danner y Elsas

(Danner'y Flsas, 1975) para la decarboxilacién del mismo cetg

feido, bdajo iddniicas condiciones de ensayo enzimético, por

homogenados ‘de” fibroblastos normeles, - En una serie e sxperi

mentos, los mencionados autores observeron una actividad pro-
medio de' 5.0 nmolas.de 1400p/mg de proteina/Hr,, ssto es, una
cifra un orden ds magnitud mayor qus aguella obtenida por no-
sotros., - A primera vista, este hallazgo parecerfa sugerir la
existencia de una mayor actividad de deshidrogenasa de cetod-
cidos de cadena ramificads en fibroblastos qus en oflulas pla
quetaries, = La'confirmacién de esta suposicién requerirta,

claro estd; de’ estudios enzimfticos més precisos, Sin smbar—

g0, algunos hallazgos mencionados mds adelents permiten consi



TABLA 3

* ACTIVIDAD DE DECARBOXILACION DE ACIDO ALFA-CETO-ISOVALERICO-1-Cl4 POR
HOMOGENADOS DE FRACCIDNES ENRIQUECIDAS CON PLAQUETAS

1 -INDIVD)UOS NO}UFALES—-

MDIVIDUD ACTIVIDAD ENZDMATICA- ‘COEFICIENTE TE
(nmolas de 14C0p/mg proteina/hr.) . " VARIAGION (%)

8.8

- 1 0/68+.0.06 -
foe ; ; 1.4
T3 48
4 15.4
% s 9.5
s 0. ! ) 8.3
7o 0.26+ 0:02. 7.7
8 0.354 0,06 17.2
T 9 ; 0.46+ 0,027 43
10 0.49+ 0,04 8.2
] 11 R 0.81+ 0.0L 1.2
1 : . y
g . 0.48+ 0.19 - 39.6




derar otras sxplicacionss.

Dsbido a la relativa diepersiéi’ds los valorss obtenidos
a pertir dd lasidifsrentss muastraa y con sl objeto de’ facili
tar la comparacién da los; mismos, 88 decidib expresar a di-—
chos valores:an una’relacién porcentual @ través de’ su cosfi-
ciente dé variacién (Spiegﬂl, 1970), segln se ilustra en la
teroera colunna de la tabla 3." Se aprecia como las determing
ciones realizadas en’ las muestres ds algunos individuos préc-
ticamente ro varieron (V='1,2 #) mientras qus otras mostraron
una amplia variacién (V=" 17,1 %). - Esto muy probablemente eg
el reflejo, a-difersntes niveles, de la enorme individualidad
de los serss vivos 'y de .sus-tejidos y células.

Pussto que’ se utilizé un bipo ds clulas para.el que pre
viamente no axistian reportes sohra la actindaﬂ de la snzima
en cusstién, era indispensable conodsr la relacién de la acti
vided enzim&tica con respecto:al tiampo v.2la eoncentracidn
ds proteina celular.” Ia figura 11 masstra la linseridad sxis
tentes entre la actividaed enzimétma y sl tiempo en valores
hasta de 90 minutos; mientras que en la figura 12 la lineari-
ded dada por la actividad enzimética don respecto & la concen
tracién de proteina también ss evidente dentro del rengo ds
los 400.0 y 1000.0 microgramos de. proteina celular. Estos da
tos sugieren fuertemsnts que nos encontramos. frents.a una ac-
tividad enzimftica real y no ante -la descomposicién: esponté-—
nea del sustrato. )

En vista ds los resultados obtenidos s’ considerd qus ya

s¢ habla alcanzado un dominio razonable de:la metodologfa por

1o qus ss procedié a realizar sste, tipo de mediciones sn homg

genados de fraccionss enriquecidas con plaquetas, del pacien-



DECARBOXILACION DE ACIDO~-CETO-ISOVALERICO-! -C‘4 POR
HOMOGENADO DE FRACCION ENRIQUECIDA DE PLAQUETAS
NORMALES .

—Actividad  Contra  Tiempo—

1.0

"
nMolas, de %02
por mg de
Proteina .

30' 80' 50
T L EMPO

Los Valores son el Promedio de Experimentos por Triplicado



DECARBOXILACION DE ACIDO<¢-CETO-ISOVALERICO I-CMPOR
HOMOGENADO DE FRACCION ENRIQUECIDA DE PLAQUETAS
NORMALES.

— Actividad contra concentraclon de proteina—

14
nMolas de COp/HR.

v T
500 1000
mgq de Proteino.

Lon vnlouu son el promedio de exporlmnnlnl vaullxodo; por lvlpl!cudo.

=t red o



s y Qs sus Padres,” Ios resultagos ds e5t0s expsrimentos se

Teportan en 1a tahla 4.

Los Valorss obtenidos por los Gontro

trarun una: activ;ﬂad
enzlmétlca que Toa" coluc6 m'bra \m 61 0 ﬁ v 79 1 ﬁ (paﬂra v

madrs, uspacuvmmta') 47168 valorea normales. Sin embargo,

con' las musstras del pacisnte se o'hsarvd, sorprendantamantz,
una acnvmaa enzimdtica précticaments normal® (88.1.%4: con xgs
pecto a los controlss)., -

Como erala primsra vez que-ss media dirnctamante ala

snzima’ded pac nte: en homogsnados celularss existia per una

i iﬂad de que ests resultado tan indspirado pu

parts, la posi
disra tener considerablas implicaciones hinquimicus. Paro,
por obra parte; sata obssrvacién también obligaba nusvaminta
a Teconsiderar las posibles axplicaciones a log Valores tan’
bajos mostrados. por nuestros controles compurativamnta con
los obtenidos el emplear homogenados de f:.broblaa‘ces (nan.nar
y Elsas, 1975) por lo'que, antes ds que se empezaran ac explo-
rar hipétesis alternas que explicaran sste hs.llazgo (activi—-

dad snzin&tica apar nornal sn : “ds’ plague~
tas del pacients), ora indispensabls estudiar la activided sn
zimbtica én homogenados de fibroblastos, 4

. ’En la tabla & se musstran los resultaﬂos de’ 1oe experi-
mentos-en los que los homogapados,de ﬁbroblastcs fusx‘on incu
bados con el cetodcido radioactivo. mstw‘ inms diatanen

a1l hecho de que la actividad obsurvada an los con’ L
ghora, ‘en promedio, de 2,27 nmolas:de 14002/@ s, proteina/Hr.,

v>



‘TABLA 4 .
ACTIVIDAD DE DECARBOXILACION DE ACIDO ALPA-CBTO-ISOVALERICO-1-gl4
POR HOMOGENADOS DE FRACCIONES ENRIQUECIDAS o PLAQUETAS, ERS

] ACTIVIDAD . g DB ACTIVIDAD
i (nmolas de 1400p/ng proteins/Hr) ': MR 3

Emtroles 0.59 100.0

aciente 0.52 88,1

“iare 0.36 61,0
79.7

Hadre 0.47




TABLA 5
ACTIVIDAD DE DECARBOXILACION DE ACIDO ALFArCETO—ISUVALERICO—I—C]A
POR HOMOGENADOS DE FIBROBLASTOS EN CULTIVO

ACTIVIDAD S oo DB CAGTIVIDAD
(nmoles de 40,/ mg proteina/ir.) %

Controlds
Pacients
Padrs

Madre

2,27 ) 100.0

0.23 . 10,1
.

0.90 39.7

1.36 ' 59.9




valor tastante cercano al de 5.0:nmolas ds 2400,/mg ds prote-
ina/Hr. repnrtﬂdu por el &rvpo. da Dariner; y Elsas y. muy por -
rriba & los valores 57059 y.0. 8 nmblas de 1460,/ng de pro

tasna/Hr. obsarvados’ por. noaotros an; hcmogenmlns de:plaqustas,
En funcién de-estos rasul‘ta.dos

S vBlox‘us obtunidas con las
cdlules del pacicnte vuslvan oncorﬂsntns con los obte~

nidos previameénte al incubar. cdlulas A tautns ¢on’ alguno de

los aninofcidos radicactivos yaique la acbividad fus de solo
81 10.1 # de 1o normel (Tabla 6). - Ademds, parscerda que me--
diante cste método es ahora posible diferenciar a los heterp-
cigotos de los homocigotos normales y que aparentements pus—-
den ‘ineluso diferanciarse a los heterocigotos entre sf (padre:
39.7 # @8 la actividad normal; madre: 59.9 % de actividad nor
mal). Esta posibilidad, sin embargo, requerird ds un mayor
nimero de observacionss on heterocigotos obligados antes de
poder considerar a este ensayo como confiable para la diferen

ciacién ds’'los mismos,



CAPITULO V
DISCUSION

Is seria d¢ determinaciones de. actividad enzimftica re—
portadas en el presente trabajo hen permitido confirser blo--
quimicamente el primsr diagnéstico que se: hace. en deico de
un caso d¢ enfermedad de orina de Jarabe de ‘arce ul dsmostrar
una disminucién de la actividad de la dashidrogenasa ‘ae’ catoé
cidos de cadena ramificada tanto en fibroblastos intactos cog

mo en homogenadas celulares.

5i bien todos los casos reportados s ¢sta‘enformedad

hasta 1977 se habfan caracterizado por una ele

ca da los -tres aminodcidos de cadena ramificada: (16 cma, ‘dsg’

leucina y valina) y ds sus respectivos “catohc dog’ (alfa,-catu—
isocaproico, a: 1fe—cetu—'outa—mut:.lvalﬁricn 2 alfa—ca'bo—:.sovel&
rico) por una deficiente ﬂacarbux1la<:16n oxidativa de. la des~

hidrogenasa de catodoidos de cadena ram1fioadu, no .63 posible
asegurar que dicha eluvaciﬂn 86, ﬂnba, en _todos los cesos, ‘a

una deficiante aehvidad ﬂel cnmplu:‘o mencionado. . Como se.Te
cordard, Harlmess. y sus asncmﬂos reporba:ron 8l caso ds.un ra
ciente con. los s1gnos Y.

omas:cl4sicos d¢ la enfermedad pe

e 1g deshidrogenasa de 108 ceto-
(Harlmess, et.al., 1977). Esta

posibilidad
frente a esta verisdad de la enfermedad, la determinaciln de
la actividad enzimética.en cdlulds obtenidas de 1fquido amnif

$ico carece ‘de‘utilidad. -Ello era de gran importancia pare




loa padres del paciente, ya que se trata de un matrimonio jo-
ven que desea teneér més hijos pero a ‘quien también interssa
. estar informade sab‘rev @1 posible - estado de salud del producto)

an gastacién. - Dd hacho, la madre dol paciente se embarazé ha

ce tiempo e hacer el diagnéstico pranatal de un
producto ‘éastant'e'salua‘able, 1o que ‘se confirmé el momento de
su nacimiento.. De habersa” uagaao a un diagnéstico de morbi-
1idad, sntre las alternativas nédicas que poarfa ofrscérssle
a los padres estarfa la de ‘instituir una terapedtica adecuada
desde &1 momento dal nacimiento:con 1o qus se e permitiria,
al reci¢n nacido: 1legar a la vide adulta con un desarrollo si
comotor perfectamente normal.

Ie determinacién de la actividad cnzimé’cic»a rosidual era
‘tambidn de considerable importancia para facilitar y hacer-
més racionel la seleccién del tratamiento dietdtico. Como.ya
fus mencionado en el cap{tulo II de este trabajo a propbsito’
de las diferentes variedades de la enfermedad de orina de ja-
rabe de arce, Dancis y su grupo han observado una ck‘)rrelaciﬁn
entre los niveles da actividad enzimAtica residual en fibroo-
blastos y leucoeitos ¥ la tolerancia a los aminoéudos dutﬂ-
ticos asf como la severidad del cuadro clinico.  Por‘lo’qus
rospecta & nuestro pacisnte, al diagnéstico de su s‘ni“armadad
no se hizo sino hasta la edad de 2) meses. -Para entonces, su
retraso sicomotor era considerabls ademds de que con frecusn-
cia preséntaba crisis de cetoacidosis y convulsionss, “Da-
cualquier manera, el cuadro clinico no habfa sido lo‘su.t‘iciag
temente ssverc como para haber ocasionade la muerte del pa——
ciente durante sus primeras semanas de vida como habitualmen-
te se observa em la variedad clésica (grade 1 de le clasifica

G



cin o Dancis) no tratade. Disde ests punto de vista, la sn
fermedad pu.rucia corresponder mas bien-a'la variedad interme~
dia o intermitents (grado 233, raspan‘uvamsnte)

ivelas plasmti—

An‘cas de :mw;l.arse el tratam:.ento ‘os

cuando la inge

peso pudisron

‘8l ‘paci nta em-

chos: nivelns s0lo

pszé a par er ‘La normali acisn ﬂn
fue posible ciando 1a aiita hipoprotulea fue suplemntaaa con

una mezela libre de amino4cidos de cad na ra.mificada, con 10

cual tambidn se logré que comenzara ‘@ ganar pasn
Estas observaciones nos indican que la tolerancia del pa
ciente & la proteina dietética es muy reducida, por 1o que es
poco provable qus esté afectado por la veriedsd intermitante,
con lo que eSta posibilidad pusde descartarss. Pero tambidn
muestiran como una ingusta'prntuica demasiade baja compromete
la sfntesis proteica ocasionando una significativa alteracién
de la misma traducida por un aumentoe ds los niveles plasméti-
cos de leucina al ser mayor el catabolismo proteico endbgeno
que ¢l anabolismo y una disminucién del peso corporal. AL a-
gregar up complemento de aminodcidos dictéticos, esta situa—
cién se corrige completamente con 1o que los valores plasmiti
cos de lm;\cina se normalizan: al restablecerse la sintesis nor

mal ds proteinas y tejidos y.el paciente comienza a aumentar

10!



de peso. Nada de esto se obsarvé al administrar la Vitamirm
tiamina en dosis suprafarmacoléglcn. L

Como pusde aprecierse en la misma figurs, 5010 én una oo
casibén se alteraron considerablemente los valorss plasmaticos
de leucina., Ello coincidié con un momento de estrds dsl pa-—-
ciente @l enfarmarse de sarampién, lo cual, muy probablemente,

se tradujo en un catabolismo proteico awmentedo.  Sin embergd,

cients no presenté en ningin momento alguna ma
nica propia de la enfermedad.

Por todo lo mencionado lineas Arriba con

[0%

ne-de jarabs de arce, no susceptibla “de tratmunta con doais,

suprafa:rmacnlégxcas de tiamina, da la var;adaﬂ inl:armaﬂ;a
(grado 2 d¢ la clasificacién Qs Dancis) sin am‘uargo, en fun

cién del considerable grado de hetarogane;dad gunﬁ::ca obser-
etabolis-
mo, era interesante confirmar este diegnéstico dn‘tnrminnndo

vado en la gran mayorfa de -1os errores. innatos de

1la actividad enzimética en células en cultivo tanto del’ pa——
ciente como' ds eus padres. )

EL empleo de células intictas incubadas con alguno da
los eminodcidos de cadena ramificada mercados radioactivamen—
‘te en el grupo carbox:.lo, refleja de una manera més realista,
como ya fus mencionado anteriormente, las complejas interrelg
ciones metabdlicas de la cdlula, por lo que la informacién ob
tinida & partir de este tipo de experimentos pusde llegar a
ser on un momento dado, sumamente veliosa.




ld

Como se esperabe, la actividad enzimétice residual mos--
trada por los fibroblastos en cultivd el pacients empleando
(LS fue de 8010 6.67 y 2.48 % de 1o normal,
respsctivamente. ' Esto-es, on ningdn momsnto fusron menorss
de.2.0 % ni: mayoras de 8.0/# @ la actividad normal 1o gue

pernits afiTmar qus nos sncontramos frante a un Pacients con

leucina o valinaZl

el grado 2 (intermadm) de la enfernsdad. No doja de llamar
1a atencién, sin amhe.rgc, que tanto al padre  como. la nadre

del paciente. (heterocigotos obhgadoa)‘huhiaran mostrado una
actividad enzim4tica aperentemente por al‘riba ac los ccmtro--
les normales el utilizar lewcina-1-4 como sustrato.  Tnde—

pendisntemente de que solo se usaron dea linaas culul

mente interesents ya que ilustra; una vez » la enorne’ hate‘

rogeneidad gendtica’ existente Ae{ domo axist« una. gra.n va--
risded de estaturas en la aspnuin humana, de la msma man«ra
es razonable suponer la existencia de una enorme vari;bxliﬂad'
en la actividad de una determinada enzima. Parecer{s ser enc :
‘tonces ‘qus los resultados obtenidos al emplear leucina-1-G14
més qus mostrarnos wna actividad enzimética elevada en heterg
cigotos obligados, nos muestran una actividad baja, @ro toda

" via dentro de 1o normal, de los controles empleados.

Ello resulta més claro al comparar nusstros resultados
con 1los del grupo de Dancis (Dancis, et.al., 1972). Mientras
que nuestras dsferminaciones (en c€lulas normales) mostraron
una actividad de solo 0.65 nmolas de 14C0/106 células/ir.,



1!

Dancis y sus asociados obtuvieron 1,3 nmolas de 14¢0,/106 cd-
lulas/Hr., esto es, exactamonte el doblé. De haber 1lsgado
nosotros a un valor similar, el pidre de nuestro phcients
tendrfa un 86.0 % de activided normal y la madre un 73.8 %

de lo normal ademds de que la actividad enzimdtica relativa
del paciente. se roducirfa de 6,67 % a 3.3 % de lo normal.

Por el contrario, al utilizer valina-1-C14, si bien Tos resul
%adds no son. botalmente conparables pussto qus nosotros 1os. -
reportanos por miligramo de proteina (a diferencia’ds Dancis
que los riepurta‘por nimero-de células) de-cualquier mahera R
son basfante; més parnc:\dos ya .que Dancis: reporta l.9-nmolas
ds Mc0p/108 cd1uias/Hr. dontra 2.42 mmolas de 1400p/ng do
proteina/Hr,  observado  por nosotros al‘ amplaar mayor mimsro
ds controles normales, il

La medicién-directaids la activided enzingtica empleando

homogenados de’ fib os:an: cultivo y 4dcido alfa-ceto-iso—

valérico demostrd una vez és una d:.smmuc;én muy considera--
ble de dicha autividaa N’ muat traa ﬂnl pacients. (10,1 # de 1o
normal) aungie’ ¢ota :tua unpoco mayor que la observada al uti

tas.

Como ha sido mencionado en repstidas ocasionss a lo lar-
g0 del presente trabajo, wio de.los intsreses fundamentales
en la realizacién del mismo consistié en la investigacién de
1a haterogensidad gendtica a nivel molscular, —Ademds de'los
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argumentos presontados en favor de aste punto de yista: en el
capftulo I’ (Errores Innatos del Metabolismo) 1los cuales px:a—-—
tendieron hacer ¢nfasis sobre la individualidad ana'cénuca, £i
siolégica, conductual, metabélica ¥y bioquimica de 1us organis

mos, resulta interesante menclonar en este punto:que al T T

nos desde: una perspactiva tuérma, individuos: afectados por

los paires. Todo ello en vista de qus si‘s
dencia de esta enfermedad como ﬂa 1 1 d;v‘a
da 200,000 nacimientos, 1e fracuencia de‘ ‘1
portadoras seréd ﬁe 1 por cada 225° inﬂwiduos
pruxmaﬂumanta. Con.esta frecuuncie., esimuy" rohahlu que ha-
yan surgido diferentes alslos mutantes que expliquen 1a§ aife
rentes variedades da’esta enfarmedad conocidas hasta este mo-
mento. * Por 1o tgax{tp,v no s aventurado afirmar que cada nuévo
pacients- roprésenta un tipo diferente do anormalided enzimAti
ca, Esta: "indiviﬂuﬁidad patolégica" seguramente podrfa ser
ﬂuscubiurtu en'todos los casos ssbudiando directamente al in-
aividuo afectado, ‘siempre y cuando nuestros métodos de andli-
ais ﬁmran_ lo suficientemente sensibles. Gracias a este ¥ipo
de estudios 8s que ahora se conocen algunas variantes de la
enfarmedad, Pero tambidn ss cierto que muy probablemente in-
dividuos afectados por la enfermedad y con actividades enzimf
ticas residuales aparentemente similares tengan realmente el-
teraciones anzimdticas difersntes. Puesto que no as posible
apreciar estas difsrencias estudiando dirsctamente al indivi- .

duo en cuestién, un camino alterro seria estudiar la activi—



dad enzimdtica en cdlulas.de sus padres y.obsarvar.si'sllos

mwe stran-alguna dlfnrennm.r

Por los rasul‘tadus rapnrtadns en la tahln 5 pﬂrscn!‘ia

tante sinilares a los obtenidos al ing fibroblastos imbag

tos con valina-1-G24 ya que entonces tisnen cifras da
64.5 y 44.6 % da Lo normal raspsctiva

te. " Estos datos, sin
embargo, podrian estar reflejande algtn ‘fenémeno diferente al

4o hoterogeneidad genética ya que,-tento’Dancis como McKnight
han reportado wia aparents mayor reduccién de la,actividad en
zimética en los padres de ‘los pacisntes que en las madres
(Dancis, et.al., 19655 NcKnight y Spence, 1972).. De llegar a
confirmarse plenamenta esta observaci6n dsberd emtoncsa-ds o-

laborarss tna hipétesis alterna. Posiblemanta, un anflisis

de este problema considerado’ desds urie’ perapectiva andloga &
la de los carscteres controlados por 61 sexa pod:da dar’ suga=

réncias mternsa.ntas (Stérn, 1973)

'I‘ampocn as tntalmnnts claro pnrqu( cuando’ se 1ntsnt6 me—

dir la nut1 'dad anzmée:.::a en ‘homogsnados de !‘racciome um‘i

quecidas con plaquatas 1as ‘muestras obtenidas del pacunta

mostraron una ac\‘:ivida\i précticamente igual a'la de Jos  con—

trolsa y, sohre‘co 0, porqué dstos la tuvieron cnmpa.rakivaman—

‘%o tan baja, casi aussnte. y
Puesto. que 15. deshidrogenasa de cetoficidos da cadena ra-

mificade tisene una localizacién in‘aramitocnndx:mlh 1ina posi—

v
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ble explicacifn para la ausencia de dicha-actividad “enzim&ti-
ca podria ser-la’de un’ contenido hajo as mitocondrias por. par

te de la plaqueta.: A este respecto, ylos trataﬂos da histolo-

1tocomirias en.un cor.

gia sefialan la'presencia’de’ ao;o

fa~ceto-glutarato deshi

fraccionss snriquécides’

19765 “Blass, et.al., 1977). Estos
datos parecen: indicax‘ qul! lar cantidad total de activided -de
la piruvetoy slfa-csto-glutarato deshidroganases es-similar
en fibroblastos ¥ pls;luatas‘,‘ lo cunal no és sorprendente si se
considera la sxtracrdinaria importancia y ubicuidad de las
vias metabdlicas a las que dichas enzimas pertenecen.

Por otra parte; Gomo ya fue menciorado en el GaplftuloIT;
1la sctividad de la deshidrogenasa de catodcidos de. cadena ra-
mificada no se encusntra distribuida universalments en 10‘5 ai
ferentes tejidos del organismo. P‘ot el contrario, su activi~
dad s méxima en la cflula hephtica y considerablemente menor
en el tajido museuler por 1o que, considerado bajo ssta pers-
pectiva, es raznnabln pensar en la posibilidad de que dicha
actividad esltuviara totalmente ausente en las plaquetas, Lo
cual explicaria sa’bisfactonamen’ca nuestros resultaﬂos. Sin
embargo, dicha actividad deberd nscesariaments.encontrarse en



’),,i/

alguna o algunas de las fraccionas purificadas de linfocitos,
monocitos, neutrbf;lcs, eosinéfilos y/o basbfilos .pussto que,
como se indicé, aiversos auborss la hah medido miltiples va—-
ces utilizando preparados no fraccxonades da leucocitos,

El hecho de qus los valorss ‘mostrades. por los controlss
sean solo un 25.0 % de los obtenidos al emplear homogenados
de fibroblastos asf como lo ya mencionado de qus las activida
dos enzimticas de los controles, del pacients y de sus pa——
dres sean muy similarés, podria ser indicative de que lo que
realmente se est4 midiendo ‘es la decarboxilacién inespecifice
del cetodcido por alguna deshidrogenasa diferente a la de ce-
todcidos de cadena ramificada. Xenzaki y sus asociados repor
ten habsr observado una ligera actividad de decarboxilacién
e e piruvato deshidrogenasa de corazén de cerdo hacia el &-
cido alfa-ceto-isovaldrico (14.5 % con raspecto a piruvato)
mientrasque la alfa-csto-glutarato--deshidrogenasa, con una ma
yor especificided por; su sustrato, précticaments no mostrd
ninguna actividad hacia sl alfa-ceto~isovalerato (Kanzaki, et.
al., 1969). Claro estd qus es posible que otra u otras deshi
drogenases aparte de las ya mencionadas, contribuyesen a la
supuesta decarboxilacién inespscifica observada, Puede des——
cartarsse una decerboxilaci’csﬂ espontdnea del sustrato en fun--
cién de la linearidad observada de la actividad con réspecto
al tiempo y. & la concentracién de proteina, ademds de los ba-
Jjos valores obtenidos ‘con los 'blancos".

Otra éxplicacidn, aunque - menos ‘probable,: supondria la
existencia de alguna(s) 1snunzima(sj‘du la‘dashidrogenasn de
cetofeidos- de cadena x‘anuficuda, ‘difarente a la Hapitica (la
cual nscnsarlamente serda la flsiulogicamsnta importante ),



renal, de fibroblastos y lsucocitos y producto, claro esté,

de un gene’difarénte’al mutado. En este caso, d1cha(s) isosn.

zima(s) mostrar{s normaimerite una act:w:uiaﬂ merc la.de ;

1os fitroblastos. ¥ leucocitos (almaeaor ‘a¢ wn 75104 ‘menor

en "concentrados' pquuutﬂr:Lns), N0 867 6Xprasari:

r1n6n, hhro‘ulastos 0 1nucoc1tos y por; BeT /un pruﬂuctu g\fmco

diferente a1 del’ gene rssponsa‘ule aianfermedad:de. orina

de jarabs de:arce,’ su achvxﬁaﬂ, tanto en plaquetas de” indivi

duos afectados como en:sujatos normales sérfa’similar. !
La inve stigaci6n .de ‘asta’ dltima hipdteeis&mp}.‘icﬁria :

realizar estudics ds-cindbica enzimdbica pare 1l determina——

cién da pardmetros tales como Ky, KDy ¥-Vijax aﬁi com ﬂe‘

terminacién de temperatura y pH éptimos con’los cualn
pesible diferenciar la existencia de alguna. posibl
de la decarboxilacién :mespeciﬁca por alguna desh; rogenasa.




CAPITULO VI
CONCLUSION -

Ias diversas dsterminacionss de sctividad enzimética ro-
portades en el pressntn trabajo han permitido Tealizar la mri
mera confirmacién hinquimiea efactuada en México de una muta~
ci6n responsable ds ‘la snfermedad de orina de jarave de arce
al demostrar una’dieminucién mayor de un 90.0 % de la activi-
dad de 12 doshidrogenasa de cebodoidos de cadena ramificade,
tanto en'fibroblastos intactos como en homogenados del mismo
tipo de cdlulas provenientes del paciente. . En base al cuadro
clfnico presentado’ por 1 pacients, a su’ tolerancia a la in—
gesta proteice y a su actividad snzimAtica residual podémos

afirmar que dicho pacients corrasponds al Grado 2 de la enfer
medad de acuerdo @ la clesificacién de Dancis (veriedad inter

media para ‘'algunos autores). Puesto que as pos:iblo al diag—
néstico prenatel de esta variedad de la enfermedad asf como
un tratamisnto diat(ticq efactivo, los futuros hermanos a‘fac-’-
tados del paciente serdn susceptibles de un tratemiento opor—
tuno lo qus les garantizard alcanzar una vida adulta normal.
Debido & la. considerable a'ubreposicién observada por di-
ferentes autores y confirmada por nosotros de los valores ob-
tenidos con los controles normales, el estudio de la.activi—
dad enzimftica en cdlulas intactas de los padres del paciente
(hetorocigotos obligados) no es satisfactoria para la identi-
ficacién ds heterocigotos como tales. Sin embargo, sl sstyil
dio de diche actividad ‘enzimftica en homogenados de fibroblas
%os en cultivo sf parsce’ ser un método efectivo parﬁ la iden-



tificaci6n de los heterocigotos y posivlemente pare la dife—
renciacién dc e1los entre 81, aungue ésta Witima obssrvacién
requerird del ostudio ds- un mayor mémero de casos cor el objs
to de comprobar ysﬁ confiabilidad. "D’ ser efectiva, permitird
un mejor estudio’y Gomprensién de fendmenos de axtraordinaria
importancia para 61 ser humano’talas comc la heterogseneidad
gendtica y-la variabilidad humana.

El emple6 de Homogeriados de fraccionss enrifuscidas con
plaquatas tampoco resulté apropiado no solo para la diferen--
ciacién de. los heterocigotos entre sf, sino tampoco para difs
renciar al homocigoto mutante dé los normales, debido a la
probable ausencia de la deshidrogenasa de cetofoidos de cade~
na ramificada y la aparente decarboxilacién inespecffica del
sustrato por alguna otra deshidrogsnasa.

Los métodos deé anélisis bioguimicos desarrollados duran-
te los ®ltimos 50 afios han permitide avances espsctaculares
en el conocimiento.y la comprensién de diversos procesos vibta
les. Gracias & ello, diferentas campos de estudio da las .
ciencias biolégicas han descubierto facetas de la vida insos-
pechadas hasta hace muy poco tiempo y han obligado fracuente-~
mente .al investigador a replentear viejas concepciones y acti

tudes filoséficas acserca del hombrs en particular y ds la vi-

da on gensral. Una ds las_éress ques mds ha contribuido a es-’

ta revolucién.cientifica ha sido, sin duda alguna, la.biolo--
gia molecular, la cual, con su impresionante coleccién de dsg
cubrimientos ha venido a enriquecer enormemente a ofras disci
plinas afines como la genftica,’

Si bien la gendtica humana molecular ha contribuido ‘con

4



importantes descubrimientos al conocimiento’general del hom-——
btra y @ 1a vida, 5 svidents que qusda micho por hacer y.que
1os descubrinisntos #revolucionarios" dn’aste camps ss encuen
tran todavia por realizar. 'Awngus e dificil imaginer que ms
todologia permitird 1iugai més efectivamente a ellos, es pro-
bable que 168 srrores’ innatos del mstabolismo ssan wno ds ec-
sos caminos, Ds ger asf, guizé los investigadores dal futuro
los lleguen a considerar como parts del paradigma que~ gesté

a la ganética humana molscular. b

[Kiad
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