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INTRODUCCION 

Hiatoricamente, ciertos transtornoa del metabolismo de loa 

aminolcidos en el hombre, han deeempeftado papelea clave en el 

esclarecimiento de las vlae por las que estos compuestos aon 

metabolizadoa en sujetos normales. (17) 

Por ejemplo el tranatorno metabólico conocido corno 

fenilcetonuria ai no ea detectado en loa primeros meses de vida, 

conduce a un retraso mental grave e irreversible, que ae debe a 

la ausencia de la enzima fenilalanina hidroxilaaa, que realiza 

al paso metabólico de fenilalanina a tiroeina. (76) 

Cuando se descubrio la naturaleza de la fenilcetonuria, 

hizo patente tratarla sometiendo al recten nAcido, a una dieta 

restringida en el contenido de fenilalanina, garantizando loe 

nutrientes necesarios para el desarrollo normal del afectado. Da 

aqui la importancia da contar con una prueba de diagnóstico para 

fenilcetonuria, ya que esta debe rApida, facU de 

realizar, sensible y económica, que pueda ser implementada 

en el laboratorio de diagn6atico cltnico. (19) 

Una prueba de selección util, pero poco confiable, depende 

de la identificación concentracionea urinarias de fenilpiruvato 

como la prueba de cloruro férrico (Reactivo que es muy 

inestable), teniendoee poca confiabilidad en loe resultados 

obtenidos con esta prueba, 

En el presente trabajo se establecen las condicionen 

experimentales de la cinética enzimAtica de la fenilalanina 

hidroxilaaa como un antecedente, para que a futuro se implemente 

una prueba de diagnóstico con las caracter iaticaa antes 

mencionada a. 



OBJftlVOS 1 

1) Seleccionar y analizar las variables, que interaccionan con 

el diseno experimental para la cinética enzim&tica de la 

fenilalanina hidroxilasa • 

.2) Eatablecer las condiciones experimentales{in vitro), para la 

cinética de la fenilalanina hidroxilasa, en extracto parcial 

purificado de htgado de carnero, con la infraestructura del 

laboratorio de diagnóstico cUnico y patologta de la Facultad da 

Estudios Superiores cuautitUn {Campo #1). 

3) Proponer la cinética de la fenilalanina hidroxilaaa, como un 

antecedente para la implementación de una técnica da dia9nOatico 

para la fenilcetonuria. 

4) Mediante un anAlisia hipotético plantear que relación exista 

entre la concentraciOn de NADH la concentración da 

tenilalanina, al utilizar la Eapectrofotometria de abaorci6n. 
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CAPI'rUI.O I 1 l"EHILC&TONURIA. 

l.l.Detinici6n de Errores Innatos del Metabolismo. 

El concepto da Errores Innatos del Metabolismo, como causa da 

enfermedad tua sugerido por primera vez en al ano da 1902 por el 

mtldico Si.r. Archi.bald Garrad, poco daapu6a del radeacubrimianto 

de laa leyes mandelianaa. ( 17) 

Por lo cual un Error Innato del Metabolismo se define comor 

"Un tranatorno bioqi.;1tmi~o determinado por factores gen6t1coa, en 

base al principio actual de un "Ci.str6n - un poli.pepti.do" , 

(Un gen-Una enri.ma), que sigue un mecanismo de herencia de 

acuerdo a las leyes mendelianas, (Autoa6mica Dominante, Autoeo -

mica receaiva y ligada al aex-o)".(17,22,2J,82){F'!g.# 1) 

1.2.- Dafinic16n. 

La Feni.leetonuri.a o tambien denominada Ollgofreni.a Pi.ruvi.ca, 

ea un error innato de el metabolismo, que se caracteriza por la 

ausencia de la enzima fenilalanina hidroxilaaa { 17), la cual 

se encuentra localizada en el h!gado, en donde bioquimicr.mente 

convierte a la Feni.lalani.na en el arninoAcido ti.rosi.na, como un 

primer paso "n&tab6lico en la bios!nt•de de catecolat11inaa y que 

de acuerdo a las leyee mendelianae sigue un mecanismo autosomico 

recesivo(76), decir que ambos progenitores deben aer 

portadoras heterocigotos del gen, para que su descendencia 

produzca el genotipo receaivo de la fenilcetonuria. (P!g.# 1) 

Reconocido en 1909, el principio de"'On gen-Una anzi.ma", 

postulado por Garrod {18), ea necesito que pasaran 25 afta• 

para que por primera vez ea demostrara este principio 

experimentalmente, en base a estudios realizados por Folling en 

1934 (23,26) ,en 10 pacientes con severo cuadro de retraso mental 

y eliminaci6n de altas concentraciones de Aeido tenilpirúvieo 

an la orina, por lo tanto ea considera a la fenileatonuria, 

como el primer error innato del metabolismo, donde un detecto 

enzlmltico ea capa% de producir una alteraci6n metab6lica. (72) 



Fig.#1.-Patron de Herencia de las Enfermedades Mendelianas. 

AJ Enfermedad Autosomlca Dominante. 8) Enfermedad Autosomlca Reces/va. 

C) Enfermedad Ligada al Cromosoma X. 

B ~ 
c~S~di • 

e~ 
ctJ•@) ~ 

• Los heteroclgotos astan afectados. (20) 

C) D --- CllC9 
Mujer Varón Afectado H eteroclgoto 



Jervia por otro lado propone en 195J (17), que este defecto 

eata relacionado a un gen autoeomico recaeivo, al cual tiene la 

informaci6n para el desarrollo de la fenilcetonuria, Jervia 

encontró que la alteraci6n se debia a la incapacidad de oxidar a 

la renllalanlna a tlrosina, por la renllalanlna hldroxllasa 

inactiva en h!gado en ese tipo de pacientes. (16J 

Debido al impacto que tuvo eee descubrimiento, a eata 

enfermedad se le denominó con diferentes nornbrea:"Imbeclllltus 

phanylpyruvlca de Folling•s" y "Oligofrenia pi.ruvi.ca", por lo 

que el termino de fenilcetonuria, fue introducido por primera 

vez por Penrose y Ouastel en 1937, sugerido por la eliminación 

de fenilcetona en la orina. (6) 

2 .-GENERALIDADES. 

2.1.Genética. de la Enfermedad. 

Este defecto metabólico se puede explicar desde un punto 

de viata gen6tico, ea decir que la ausencia de la enzima ea 

debido a una mutación a nivel de la secuencia de amlno&cidoa del 

gen, que codifica para la e!nteaia de la fenilalanina 

hidroxilaea, la secuencia de nucleótidoe del gen mutante 

aimilar a la del gen normal, con la excepción de que el 

nucleótido de la base Adenina-Guanlna (A-G) varia en la 

tranaición final de la unión de la cadena 5' a nivel del intrón 

12, alterando el dinucleótido norma.l de Guanina-7'1mina(G-7') al 

de Adenina-7'1mlna(A-T) esta tranaferencia y expresión de el 

gen demuestra que la mutación resulta finalmente en un proce•o 

anormal de la e!nteeis de ARNm y por lo tanto en la actividad de 

la enzima tenilalanina hidroxilaea. (7,9,15,19) 

Se ha demostrado sobre la secuencia del ADN mutante de la 

enziJlla, que la falla se localiza al momento del salto del axón 

12 en la maduración del AR.Nm, obeervandoae que la mutación de 

G-T al dinucle6tido A-T ocurra on el haplotipo J cromoaómico, ea 

declr que se bloquea de esta forma la ainteaia de la enzima 

fanilalanina hidroxilaea, produciendoae por lo tanto la 

fenllcetonuria. (20) 



2.2.Metabolia.mo y Bioquimica de la Enfermedad. 

2.2.1.Anaboliamo da Fenilalanina 

La fenJ.lalanl..na ea un aminoácido arornltico, esencial en la 

s!nteala proteica en tejidos de loe mamifaro•, la fenJ.lalanJ.na 

no tiene ningun otro papel metabólico normal, que ser el 

precursor directo de la eJ.rosJ.na.(18) 

La raaccién de hidroxilaci6n de .ten1lalan1na a eiroain• 

realiza por un rearreglo intramolecular en el anillo bencenico, 

en donde el hidrógeno que se encontraba en la posición 4 ae 

mueve hacia la posición J, en este momento la .fenJ.lalanJ.na 

h1drox1lasa utiliza NADH y oxigeno molecular, en donde una 

molecula de oxigeno se reduce a agua, y la otra molecula la 

utiliza para la formación de un grupo hidroxilo el cual va 

aer insertado en el anillo fenilo, este paso ha sido demostrado 

mediante el rastreo de carbono 14 marcado y subaecuontemente 

encontrado en la posición 4 de la tirosina. (S4J 

Al mismo tiempo, el cofactor enzimltico tetrahidrobiopterina 

(TBH4) actua como un sistema transportador de electrones, por lo 

que ae oxida a su forma quinoidea de la dihidrobiopterina 

reacción catalizada por la enzima dihidropteridina reductaea 

para la formación de e1rosina. (Ft9.# 2) (18) 

F!g.#2.-Vta metabolica para la hidroxilación de la fenilalanina 
Tiroeina. (71) 



2.2.2.Metabolismo de Tiroaina • 

El aminoAcido obtenido a partir da la hidroxUaci6n de la 

i'en.tlalan.tna 011 la t.tros.tna, au metabolismo lo podemos dividir 

en doe v1aa diferantest 

1) VIA ACETOACETATO-FUMARATO. 

2) VII\ BIOSINT!SIS DE CJ\TECOLAMINAS. 

l) V.ta Acetoacatato-Fumarato. 

En esta etapa del metabolismo de la t1ros.tna, la 

tranaaminaci6n a p-hidroxifenilpiruvato, se lleva a cabo en el 

htgado, esta oxidaci6n ea muy compleja, ae ai"laden 10111 atomo11 del 

oxigeno al carbono alta de la cadena lateral y al carbono del 

anillo al que asta unido esta cadena, asta enzima contiene 

fiarro(Fe2
+). 

La oxidación del grupo carbonllo a carboxilo ea acompaftada de 

la deacarboxilaci6n del grupo 6-:ido original, para un mejor 

acomodamiento del grupo hidroxilo en al anillo, la cadena ':. 

lateral acortada ea desplaza a un atomo da carbono adyacente, 

obteniendose el homogentisato.otra oxigenaaa, que contiene 

hierro rompa el anillo aromltico por adición de atemos de 

oxigeno a loa carbonos 1-2 la configuraci6n Cia del doble enlace 

en al anillo abierto ea la base para la producción de 

maleilacetoacetato. 

En el cual se realiza una iaomerizaci6n del doble enlace a la 

configuración trans del fumar ilacetoacetato, para producir 

fumarato y acetoacetato, intermediarios en el ciclo de loa 

leidos tricarboxilicoa. (17) (Fig.# 3) 
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Ft9.#- 3.-Hetabcliemo de tirosina, vta aceto-acetato. (77) 

2) Vta Biostnteaie de Catecolaminas 

Zata segunda etapa o paso normal del metabolismo de la 

tiroaina involucra la producci6n de loa neurotranemieoree, como 

las catecolaminaa (DOPA, Adrenalina y Noradralina), ae sinte

tizan por la hidroxilaci6n de la tlrosina por acci6n de la 

enzima tiroslna hidroxilaea, que es semejante en función y -

necesidades de coenzima a la fenilalan.ina hidroxilasa y esta se 

encuentra localizada en sistema nervioao central, en los 

9lan9lioa simpatico11 y en las g16ndulas suprarrenalea. 



La hidroxilaci6n de la tiroaina a 3,4-dihidroxifan.Llalanina 

(DOPA) as el punto de arranque de una secuencia de reaccione•, 

Cl\'& llevan a varios agentes fiaiol6gt.coa importantes. 

La deacarboxilaci6n de la DOPA por medio de la enzima 

DDPA-deacarboxilasa en presencia de piridoxal fosfato oric¡ina la 

DDP1\MINA, que se encuentra en regiones especificas del cerebro 

actuando como neurotransmisor. 

La DOPAMINA es hidroxilada en la posici6n Beta¡¡1) da la 

cadena lateral, por medio de la enzima Dopamina-hidrox.Llaaa, la 

cual requiere de i6n cobre para aer activada y producir la 

Noradrenalina local.izada en granuloa cromafinicoa, haata el 

momento en que las celulaa son estimulada• para liberarla a la 

aangre, la mayor parte de la Noradrenalina ea motilada por la 

feniletanolamina-N-meti.ltransferaaa relativamente ineapectfica 

para adrenalina, para que poateriormente aea liberada en la 

tranamiei6n sinaptica del impulso nervioao. (17) (Ft9. I 4) 
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Ft9.# 4 .- Ruta metabolica de tiroaina, via bioainteaia de 

catecolaminaa. (19) 



2.2.3.Bioqulmica de la Enfermedad. 

Como se ha mencionado, en la fenilcetonuria la principal 

causa ea la ausencia de la enzima fanilalanina hidroxilaaa eato 

implica, que el paso metab6lico da .ten1lal•n1na a t.iroa1na no ea 

realizado. (Pig.# S) (17) 
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Fig.#5.-Mataboliamo de la ~anilcetonuria y la vía alterna de la 

depuración de la fenUalani.na .• (17) 



2.3. Fenilcetonuria Cl&aica ( Cluiticación de Hipernilalanine

nemiaa). 

Se le danomin11 hiperfenilalaninemia, al aumento da la concen

tración de .tenílalanina en eangra. 

Este transtorno se origina por 3 causas principales i 

l) Defecto en la actividad de la tenllalanina hldroxllasa. (19) 

-Hiperfenilalaninemia tipo I i Au1encia de la enzima fenilalanina 

hidroxilaaa (Causa principal de la fenilcetonuria cUaica). 

-Hiperfenilala:'linemia tipo II: se debe a la deficiencia a nivel 

de la actividad de la enz.ima :tenllalanlna hidroxilaaa. 

-Hiperfenilalaninemia tipo III: Se debe a un problema a nivel de 

1• conformación molecular da la enzima, para que aea 

completamente activa. 

2) Deticiencia a nivel de la producción de Dihidrobiopterina. (19) 

-Hipertenilalaninemia tipo IVt Ba a causa de la ausencia de la 

enzima Dihidrobiopteridina reductasa. 

-Hipertenilalaninemia tipo V: se produce por la deficiencia del 

cotactor tetrahidrobiopterina, debido al deficit de la actividad 

da la enzima Biopterina sintetau. 

3) Por defactos a nivel del metabolismo da tlroalna. (19) 

-HiperfenilalaninemiA tipo VI: Tiroainemias, producida• por la 

diaminuci6n de tlroslna en sangre. (F1g.I l) 
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DEFECTO [Fenilalanina en sangre) 

(•9/l) 

- Biperfenilalaninemia tipo J 
(Fenilcetonuria claaica) 

• Ho 'l'ratada 300 
* 'l'ratada 30 .. ao 

-Hiperfenilalaninemia tipo JJ 40 .. 300 

-Biperfenilalanineaia tipo JII Ha reportada• 

.. Biperfenilalaninemia tipo IV 160-!530 

-Biperfenilalaninemia tipo V 210-490 

-Biperfanilalanine•ia tipo VI 40-200 

Tabla #l.-Concentraci6n de fenilalanina en Hiperfenilalanine

miaa de diferente origen. (19} 

2. 4. Patologta. 

El fenilpiruvato que ae reduce a fenilactato y que tambien aa 

deacarboxila a fenilacetato, son loa compueatoa arom4.ticoa que 

realmente producen la lesión durante el desarrollo cerebral 

infantil, el dai'io cerebral se ha reportado, que se da a 2 -

nivelea:1 

IJ A nivel de la deformación de la capa mielinJ.ca neuronal, por 

la disminución del namoro de neuronas por muerte colular, a 

n.ivel de los hemJ.sferios cerebrales. (53,58,80,81) 

IIJ A nivel de la eficJ.encia del proceso sinaptico, debido al 

aumento anormal de las espinas dendriticas de las celulas 

piramidales de la región primaria apical(Estrato radial), en el 

hipocampo cerebral, donde se .supone que el aumento de las 
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espinas ea inducido por las :tlbras a:terentes,producldo por los 

afectos toxicas del :tenllacetato y da como consecuencia la 

d1sm1nuc.i6n de la s1naps1s. (69) 

2.4.1. Incidencia 

Loa primeros datos para poder calcular la incidencia de la 

fenilcetonuria, consistia en medir la frecuencia de casos 

reportados en instituciones mentales.Jervia cálculo que la 

incidencia de fenilcetonur ia en la población general era de 

0.006\ (6 caeos por cada 100,000 nacimiento&) ,actualmente se ha 

aceptado que realmente ea del 0,004\ obtenido para una población 

especifica. (83) 

Por aso actualmente para el cAlculo de la incidencia, aa 

basa en millones de pruebas reali:r.adas a recten nicidoa, aei 

como a diferentes edades, con el fin de estimar con mayor 

exactitud, el número de pacientea fenilcetonuricoe no tratados 

existentes en la población con posible inteligencia normal y con 

retraso mental. (91) 

Desafortunadamente en México, no se ha podido calcular la 

incidencia de fenilcetonuria, por lo que necaaario 

implementar un diagn6etico masivo, sencillo, barato y eftcaz. (6) 

2.4.2.0iatribuci6n (Edad) y mortalidad. 

En base a estudios realizados en paises con mayor incidencia 

de fenilcetonuria (PKU), ae ha reportado que esta enfermedad se 

manifiesta en loa primeros años de vida por eso, cuando nos 

referimos a la dietribuci6n, se refiere mas que nada a la 

relación edad-mortalidad de lo!l individuos afectados. (83) 

Como sabemos la fenilcetonuria manif lea ta •l 

transcurso de loe primeros S al'l.os de vida, eoto se fundamenta en 

estudio• realizados por Knox, donde menciona un intervalo de 

edades entra 5 - a JS ai'los, como edad promedio de vida, que fue 

el primer investigador que reporto eatoa datos. (30) 
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2.4.3. Relación con el sexo 

En 1954 el investigador Jervis encontró, que no existe 

ninguna variación, en cuanto a la incidencia de !enilcetonuria 

con respecto a ambos sexos, pero aparentemente el cuadro cltnico 

ea mas severo en el sexo masculino que en el femenino en donde 

•• reporta , que se presenta mayor concentración de Len..ilalanina 

en recten n4cidos cuantificada con pruebas da dlagn6atico 

neonatales( 17, 68). 

2.s.cuadro Clinico (Signos y sintomaa). 

Loa pacientes que sufren fenilcetonuria, nacen aparentemente 

normales, presentan elevación escasa o nula de la concentra

ción aerica de fenllalanlna al nacer, ain embar90 por la general 

al termino de 2-3 semanas ea aumenta la concentración de 

.ten1lalan1na en suero y estos pacientes comienzan a aliminar 

leido fenilpiruvico en la orina y despu6e de 3 mesea muestran 

aignoa de da~o cerebral presentado mediante un electroencefalo

grama anormal y convulsiones. (69) 

En la fenilcetonuria cUeica (Tipo I), loa paciente• emiten 

un olor rancio o avinagrado, debido a la producción excesiva da 

6cido fenilacetico. Pro9reaivamente el deUcit neurol6gico ea 

agrava, las convulsiones se tornan mas frecuentes y graves, ee 

retrasa el desarrollo motor, vomites 6 irritabilidad, qua 

generalmente después de el primer afto de vida ea preeenta un 

cuadro de retraso mental, que va de moderado a grave, ademas 

debido a que eetotl pacientes sintetizan escasa producci6n de 

melanina, frecuentemente tienen tez blanca, pelo rubio y ojoa 

a:ules, ha reportado que aproximadamente el SO\ de 

fenilcetonuricoa se mantienen aeintom§.ticos en periodos largos, 

( 1\ veces añoe) y al desarrollar el cuadro de retraso mental ya 

no ea poeible ningun tratamiento. {Ftg.I 6) 

Debido a loa tranatornoe anteriormente mencionados el 50' da 

lo• f'enilcatonur icoa que no han aldo •ometidoa a ningun 

tratamiento mueren aproximadamente a loe 25 arios. (69) 
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1 FENILCETONURIA" -, 

FENILALANINA 

Acldo FenllplrÚvlco 
1 

-----!!-------Lesiones en S.N.C. 

1 ¡-- r -- ----1 
Acldo fenll-lactlco Acldo fenllacétlco Convulsiones Retardo mental 

'fnhlbit::io'n del metabolismo de tirosln 

Reduccio'n de conversión a Adrenalina 

. 1 
Dlsmlnuclon de catecolamlnas 

Reducción de la con¡verslon a melanina 

Cabello rublo y ojos azules 

lg.#6.-Prlnclpales manifestaciones de Fenllcetonurla,como consecuencia de alteraciones 
metaboilcas,provocadas por la deficiencia de la enzima fenllalanlna hldroxllasa. 

• Diagrame propuesto por los sustentantes. 
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2. 6. Tratamiento. 

2.6.1.Valorea Normales. 

Los valorea normales de .ten.tlalanina en suero de paciente• 

adultos as da 15 ! 3 p.g/ml, en lactantes y niftos aa ha reportado 

da l2JL9/JDl con un rango normal de 8-l6JL9/ml. (2) 

2.6.2.Terapia. 

La patolo91a que se produce en loa fenilcetonuricoa, puede 

tratarse de 2 maneras: 

a) La terapia convencional, consista en la elaboraci6n y -

formulaci6n de una dieta baja en el contonido de ten11a1an.Jna y 

aai cubrir las cantidades m:tnimae requeridaa de nutrientaa, para 

el deaarrollo normal da los recten nA.cidoa a los qua se lea ha 

dlagn6aticado esta enfermedad, se han formulado en otros paises 

(Canada, u.s.A.), alimentos ainteticoa comerciales como aon 

"Phanyl-trea 1 lfaad-Johnson, Cows-milk, etc ••• , que tienen como 

base leche evaporada complementada con m:tneralea, vita:n1naa, 

carbohidratoa, ••• etc, dieta ri9ida, que debe mantenerse durante 

loa primeros 10 años de vida, tiempo suficiente para la 

maduraci6n del sistema nervioso, aai como tejidoo relacionados. 

(Tabla I 2 )(2,17,64) 

b ) Otra alternativa, que se ha propuesto para la terapia de 

fenilcetonur ia, es la admlnistraci6n intravenosa de precuraores 

de las catecolaminae como la 5-Hidroxitriptofano y 3 1 4-Hidro

xifenilalanina (DOPA), como una terapia de auatLtuci6n de loa 

precursores de lae catecolaminas. (80) 
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Tambien cabe mencionar que se ha reportado, qua an caso de 

Hi~erfenilalaninemia tipo V (Deficillncia del co!actor THB) no 

responde a la terapia nutricion&l, por lo que se ha sugerido la 

administraci6n intravenosa de Tetrahidrobiopterina, con el fin 

de reducir loa niveles elevados de fenilalanina en uangre. (17) 

Ingrediente• Energia Proteina• Penilalanina Liquido• 
(Kcal) (g) ("!!) (•l) 

-55g de Lofenalac 253 8.3 44 o 

-4onaa• de leche 
entera de vaca 80 '·' 200 120 

-4cucbaradita• de 
aiel Karo 80 o o o 

-Agua o o o 405 

Total•• 413 u.1 2H 525 

Tabla 12. cantidades de ingredientes neceaarioa en la dieta 

para el recten nacido. (64> 
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2.7.Diagn6atico de Laboratorio(Ftg.# 7) 

Pruebas de Laboratorio 

Cualitativas 

Phenlstlx 

Cloruro Ftlrrlco 

rueba de Guthrie 

EspectrolotométrlcA 

Fluorométrlca 

Oomatográf!ca 

Electroforétlca 

R.CP. 

Flg # 7.-0iagrama de f!u/o, que proponemos 
para la conrlrmaclOn de un caso de 
Fenllcetonurla Tipo 1 a nlvet clfnlco. 

• Reacclone:s en Cadena de .a Pollmerasa. 
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2.7.1.Fundamentoa de t6cnicaa para la cuantificación de fanila

lanina. 

-Pru•b•• Cua1itati••• 

1) Pheniatix [Tira reactiva Pheniatix, que contiene como 

reactivos a Sulfato de Amonio F6rrico, sulfato de Magnesio y -

Acido Ciclohexilaulfamico) s 

El principio de eata prueba conaiate en la reacción de loa 

iones terrlcoa con el .!cido fanilpir6vico, dando una coloración 

de gris-verde. Loe ionea de magnesio ayudan a disminuir la inter

ferencia de loa fosfatos urinarios y el .!cido ciclohexihulfamico 

proporciona el medio &cldo para la reacción. (32) 

2) Cloruro F4rrico JLiquido): Eata prueba tiene el miamo 

principio de la tira reactiva Pheniatix, pero la diferencia 

radica en la preaentaci6n del reactivo de cloruro f6rrico 

(liquido). 

En eata t6cnica ea preparado al 10\ en agua destilada (No en 

medio 6cido) lo cual propicia, que la reacción ne de con una 

amplia variedad de compuestos, que desarrollan diversos colorea, 

con lo que ae debe tenar precaución para la determinaci6n de un 

diagn6atico. (Tabla # 3 y 4) (32) 
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Sustancia 

- Ac. fenilpiruvico 

- Ac. P-hidroxifenilpiruvico 

- Ac. boaogentiaico 

- Ac.Iaidaaol piruvico 

- Ac. xant.urenico 

- BUirrubina 

- Melanina 

- Ac. ••nilico 

- Ac. acetoacetico 

- Ac. piruvico 

- Salicilato• 

- Penotiasina• 

- Dllrivado• delfenol 

- Antipirina• 

- Cianato• 

COlor Producido 

Verde -Asul 

Verde 

V•rd• o Asul 

Verde int•n•o 

V•rd•-Azul 

Precipitado verde 

Rojo ... aalva 

Rojo .. caata 

Amarillo oro inten•o 

Purpura estable 

Purpura 

Violeta 

Rojo 

Rojo 

Tabla #3.- Sustancias que reaccionan a la prueba da cloruro 
tarrico. (32) 
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Bnf•rmedad 

F11nilcetonuria 

'l'irod.nuria 

Oalacto•e•i• 

Bhtidinemia 

Leucino•i• 

Biparglicine111ia 

Alcaptonuria 

Cloruro P•rrico 

(PuC13) 

Verde 

Verde 

(Desaparece rapid•••nte) 

Verdo 

ou .•• 

ori• Verdo•o 

Verde 

Asul- Verde 

Tabla #4.-Algunaa enfermedades sensibles a la prueba de cloruro 

ferrico. (32) 

3) Prueba de Guthrie (Inhibici6n mlcroblologica del eacillue 

aubtilliaJ i Esta prueba de inhibición microbiana se basa en la 

propiedad, que tiene la a-Tienilalanina, para inhibir el creci

miento del eacillua aubtlllie, cuando hay elevadas cantidades de 

renilalanina en sangre, la inhibición del microorganismo permite 

detectar la hiperfenilalaninemia tipo I (Fenilcetonuria cUoica). 

Esta prueba es semicuantitativa y solo puede aplicarse a un 

solo aminoAcido, que ea la fenilalanina, que por su sencillez y 

especificidad ee el m6todo masivo neonatal da elección en mucho• 

palee• a nivel hospitalario para la datecc i6n da la 

fanilcetonuria la prueba ea exacta dentro del intervalo de 

20-400 mg/l de renilalanina. (42) 
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Prueba• Cuantitativa• 

1) Eapectrofotom6trica1 Recientemente ae han desarrollado 

m6todoa eapecificoa y seneibloa, que permiten la detecci6n de 

fenllalan.!na en plaama, esta prueba ae basa en la cin6tica 

enzimltica de la fenJlalanlna amoniaco liaaa de lavadura, que 

cataliza la converai6n de L-tenil•lanlna el Acido 

tranacinamico, que ae mide a 290nm donde la concentración de 

Acido transcinamico es proporcional a la concentraci6n de 

L•nllalanJna en la mueatra. ( 19) 

2) Fluorométrica: El método de HcCaman y Rebina, es preferido 

como prueba da rutina para la determinación de .t'en1lalan1na, por 

au simplicidad, sensibilidad y bajo costo, el procedimiento esta 

baaado en el aumento de fluorescencia producido cuando la 

Lenilalanina se condensa con ninhidrina en presencia del peptido 

L-leucil-L-alanina el pH de la reacción ea de 5.9 y el compueato 

fluoreacente se eatabilha con tartrato de cobre.La lon9itud de 

onda de abeorci6n es de 365-390 nm y la lon9itud de onda de 

emiai6n ea de 489-515 nm, la exactitud de la t6cnica ea de hasta 

Smg/l de fenllalanlna en suero o plasma. (19) 

3) CromatogrAfica: Las técnicas cromatogrAficaa ofrecen una 

excelente combinaci6n de la rapidez, especificidad y sensibilidad 

para la detecci6n de aminoi&.cidos, actualmente existen 2 mltodos 

de cromato9rana de alta resolución. (42) 

a) Cromatografl'..a Liquida de Alta Resoluci6n(CLAR) de intercambio 

ionice es el método mas confiable para la medic16n de 

.t'enllalanlna ya que se emplea un analizador automatizado de 

aminoicidoa , donde ae emplea una columna cat16nica simple de 

Pietz y Morrie, que contiene resinaa de polieetirano eulfonado 

(Dowex-50) que tiene afinidad por la porción cati6nica y no 
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i6nica del aminoAcido, que eon eluidos con amortiquador de 

diferente pH y fuerza i6nica.El eluyente se mezcla con ninhidrina 

y ae calienta a ioo0c, produciendo una coloraci6n azul, el cual 

ae mide eapectrofotometricamente a 270 nm y 

automaticarnenta. (42) 

9r6.fica 

b) Cromatografía d& gases, se emplea en mezclas fisiologicas y ao 

basa en la separación de aminolcidoa, que forman esteres 

alquilicos de amlnoAcidoe al reaccionar con el aceto nitrilo y el 

anhidrido trifluoroacetico, seguida de filtraci6n 

diazometano la detecci6n del derivado obtenido ee rea:..i:a por 

ionización de llama o Espectrofotometrta de masa• con control 

ionico selectivo.Ambos métodos son tan sensibles, que logran 

detectar una nanomol (l"DOl) de amino.§.cidoe (En nuestro caso de 

fen.tlalanina), en orina, suero, plasma, liquido cafalorraquideo, 

etc ••• , pero no permiten ser utilizados para estudios maaivoa de 

diagn6etico, por su prolongado tiempo en cada prueba, su elevado 

coato y la complejidad del equipo. (42) 

4) Electroforeticas En esta técnica ae emplea papel whatman 3, 

'}UB permite una eficiente separación de aminolcidos en un lapso 

mlximo de 2 hr, en suero deeproteinlzado con etanol, en la cual 

•• emplea un amortiguador de leido formico/Acido acetico a pH do 

2, con un potencial de hasta 2 Kvolts, para la tinci6n de las 

banda• se utiliza ninhidrina y la identiticaci6n de los 

aminolcidos es individual mediante la comparación con suatancias 

marcadas da referencia, que ae aplican en el mismo corrimiento 

alectroforetico. {42) 

1) Reacciones en Cadena do la Polimera11a(R.P.C.)1 Esta técnica da 

diagnóstico nos permite reproducir en el laboratorio cantidades 

elevadas da un segmento del gen, qua •• desea analizar ya qua aa 

encuentra en bajas cantidades en el material eltnieo. 
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Se realiza en 3 ciclos, cada ciclo consta de 3 pasos 1 

I) Desnaturalizacións Ea la aeparaci6n de las 2 cadenas de ADN. 

II) Apar•amiento1 se realiza la uni6n de las cadenas con 

oli9onucleótidoa ainteticoa eepeci!icoa. 

III) Extensión: Sinteaia de las nuevas cadenas de ADN 

complementarias a las originales. 

Beta prueba logra amplificar de 106-107 el gen de interea y -

posteriormente,. se hace el an6liais con •nzimaa da reatriccl6n 

y/o- hibridaciones con sondas no radiactivas, con el fin da 

identificar la identidad del gen amplificado. (S) 

3.-ENZIMA FEtULALANINA HIDROXILASA. 

3.1.oascubrlmiento de los Componentes del Sistema Enzitn6tico. 

t.a demostraci6n y comprenai6n de la converai6n enzim6tica de 

la fenilalenina a tiroaina, fue logrado con al descubrimiento da 

cada uno de los componentes del sistema enzimAtlco, on donde 

participa la enzima tenilalanina hidroxilasu. 

Uno da loa primeros componentes es el NADPH, que catallza la 

reacción en presencia de una coanzima natural, la THB como un 

segundo componente, el requerimiento de un donador de electrones 

en la reacci6n, fue demostrado por la presencia de oxigeno mole

cular, qua en cantidades estequiometricaa con el NADPH, es conau

mldo en la reacci6n de hidroxilaci6n. 

Lo anterior lleva a la concluai6n, de que la tenilalanlna 

hS.droxilaea, es una reacci6n de oxidaci6n y que conjuntamente 

exista una regeneración del NADPH al tomar glucosa deshidrogenaaa 

y glucosa del sistema cubriendo aai las necesidades de NADPH re

queridas para la reaccl6n. (l) 
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.. 
peso molecular, el dime ro se disocia en mon6mero al aumentar la 

temperatura de O a 30 °c, de aqui la importancia de la 

temperatura en la reacci6n, ee ha observado que la temperatura 

optima de trabajo de la enzima ea de 25 a 27 °c (temperatura 

ambiente), evitandose aei la inactivaci6n de 6ata. (43) 

Otro de los factora& importantes la reacción de 

hidroxilac16n es el valor de pH en el aiatema ya que este nea da 

las especies reaccionantee, Las concentraciones de los componentes 

son de Hicromolea(µmol), por lo general en trabajos da 

reaccionea enzimatlcae se toma como referencia loe valoree o 

concentraciones fiaiologic5s, por lo que las concentraciones 

óptimas de reacción, son para fenilalanina 2.0 µmoles, NADH 0.25 

µmoles, Buffer pH de 7,9, glucosa y qlucoea deehidroqenaea, 

glucosa en exceso, observando tambien que la enzima ea 

metaloenzima, que requiere la presencia de Fe(Fierro), para que 

aea completa eu reacci6n (44) 

J.4.Hecaniemo da Acci6n. 

Estudios cinéticos realizados, sobre la convarai6n de 

fanilalanina a tiroeina concluyan, qua ea un complejo •!•tema que 

envuelve a fanilalanina, oxigeno, la enzima y THB, que aigue un 

mecanismo secuencial en agregación de les componentes del aietema 

de hidroxilacl6n. (44) 

J.S.Procaeos de regulaci6n de la Enzima Fanilalanina Hidroxilaea. 

J.5.1.Regulaci6n in vitre. 

La fanllalanina hidroxilasa purificada da h19ado de rata, 

pueda ser activada con Hqz: ATP, proteincinaaa y AMPc en una 

proporcl6n de 2.s a 3 veces.se ha visto qua cuando la enzima ea 

activada en presencia de THB (Tetrahidrobiopterina), su cofactor 

natural y fosfolipidos (Lieolecitina) incrementan au actividad 
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l.2.Claalflcac16n da Acuerdo a la IUB ( Intarnational Union of -

Blochamlatry). 

La cla•iflcac16n generalmente aceptada, ea la planteada por la 

Un16n Internacional de Bloqutmlca(IUB) (SS), que ha e•tablacido 

una aerla da regla• y tomara.moa como ejemplo a la enzima 

fenUalanlna hldroxilasa, que ea el punto principal da aeta 

aatudloi 

•HOMBRE: COMUN: Penilalanlna Bidroxilaaa 

•HOMBRE CIENTIFIC01 fenllalaoina-4-aonooxig•n•••· 

•ct.ASIFICACION IUB: Ec.(1.14.16.1] 

El número da clasificación ae basa en lo siguiente: 

- La primer cifra [ 1), corresponde a la clase de las Oxido -

Reductaaas. 

- La segunda cifra {14), ae porque repreeenta a la •ubclase da 

la• Oxido - Reductaaaa qua utilizan a la coen:z.1ma NADH,' como 

•1•tema traaportador de electrones. 

- La tercer cifra [16], porque representa a la aub-aubclaaa de 

laa Oxido - Reductuaa, que utUlzan pterldinae (Tetrahidropte

rldinae) como un donador, para la incorporaci6n da un atomo de 

oxigeno. 

- La cuart.s. cifra {l], ee le asi9na debldo a que ea la primer 

enzima da la eub-aubclaee de ha oxido - Reductaaae. (SS} 

3.3.Propiedadea FJ.aicae y Qulmlcaa de la Fenilalanina 

Hldroxilaea. 

La fenllalanina hidroxilaea obtenida de hlgado de rata ea da 

un es a 9S\ pura, estudios flsicoe indican que la enzima exhta 

•n multiplea fonnaa, que difieren en paso molecular, carga y 

valor de Km, un mon6mero de 51,000 D - SS,000 O de pe•o 

molecular, un dimero de 110,000 D y un tetra.maro de 210,000 D da 
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de JO a 50 vacea au velocidad mlxima.El aumento de la actividad 

en la enzima por la proteincinasa ea proporcional a la cantidad 

de enzima agregada, ein embargo el mlximo de activaci6n ea 

independiente de data. (43,44) 

La activaci6n de la fenUalanina hidroxilaaa tambien ea por 

medio de ATP (Adenoain trifoafato), AHPc (Adenoain Konofoafato 

Ciclico), ain aludir claro esta au cofactor natural THB. (43) 

3.5.2.Procesos da regulación in vivo. 

Se ha demostrado que la actividad catalitica de la 

fenilalanina hidroxilasa( in vivo), puedo aer modificada por la 

adición de liaolecitina y de quimotripaina a h1gado de rata, la 

reacción que se observa ea una curva de oaturaci6n aigmoidal, 

ambos activadores o reguladores aumentan a mAximo la 

velocidad y disminuyen el doble de la Km en la reacción de 

hidroxilaci6n. 

Se sugiere que el papel que juegan la liaolecitina y la 

quimotripaina in vivo ea regular la actividad durante dal\o al 

h1gado esto la actividad especifica da fenilalanina 

hidroxilaaa decrece con el aumento de la 

inhibiendo••· ( 44) 
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CAPITULO IIs METODOLOGIA. 

a) Obtención de la enzima fenilalanina hidroxilaaa a partir de 

higado de carnero, proceso que se demuestra en la Fig.# e. 

Hl~ado de carnoro en __,. Macerar 5000 de higado ...... Agregar al sobronadan10 
pufter Trls-Hcl pH •7.2 1110 en butter .Trls-Hcl pH •7.2 trio a·cldo acetlco 

Agregar al set;flmento 
buller do fo111a1011 pH •7.2 

1 
segunda eic 1racc1°on 

con au1tato da amonio 

,..._ primera e11trac1'on 
con etanol 

- Disolver el sedimento 
en bullar Trls-Hcl 

101agroma propuesto por los sus1entan1es 

-
-

1 
Ellmlnar malerlal 

graso del sobronadan10 

Conservar la solucl'on 
en trio de 0-4°C. 

Flg. #8.-0btenclori de E:< tracto Parcial Purificado 
de Hi'gado de Carnero.(49,51) 
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b) Hetodologta 9eneral para la detarmlnac16n de las condlclonaa 

de ensayo de la cinética de la fen.Llalanlna hldroxllaaa da 

extracto de htgado de carnero, en la Ftg.# 9. 

9UFFER DE FOSFATOS ---+ NADHred _,_,_.. GLUCOSA• 6 ~P 
pH • 7 OESHIDROGENASA 

A}Concentraclon 
de austrato 

S}PH 

C)Concentraclon 
de e~1recto 

O) Tiempo 

E)lempera1ura 

1 
FENILALAN1NA. +-- LISOLECITINA 

1 
EXTR,\CTO PAhCIAL 

PURIFICADO 

--Flg llQ ;·SISTEMA _PARA CINETIC~NZIMATICA.(49,62,5Q) 
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-Eata metodología ae considera general, debido a que en cada 

par&metro se mantienen loa mismos componentes del aiatema ea 

decir, que unicamente se fue variando el para.metro a determinar 

{ConQentraQi6n de sustrato, ph, concentraci6n de extracto, tiempo 

y temperatura) .Loa datos obtenidos de absorbancia corresponden a 

la medición en la variación de la raducción del NAD {Coenzima 

utilizada por la endma fenilalanina hidroxila•a), que absorbe a 

una longitud de J40 run previamente determinada por una curva da 

barrido. {23) 

l) .- Para la determinaci6n de la concantraci6n optima de sustrato 

aa manejaron las siguientes concentraciones 1 o.s, l, 1.5, 2, -

2.s, 3, 3.5, 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.S, 1, 7.5, e mH da 

fenUalanina. 

Con laa siguientes condiciones. 

-Tiempo de incubación • 20 mtn. 
• o 

-Temperatura• 27 c. 

-Conc. de extracto• 47.92 mg/ml. 

-Volumen de extracto• lml. 

NOTA.- Bl intervalo da la concentración de fenUalanina ae eligio 

en base a qua a mayores concentracionea la actividad de la anz.ima 

•• inhibe totalmente, efecto no deeeado. (43,44,49) 

2) .- En la determinaci6n de pH ae manejaron laa aiguiantea 

condicionee 1 

pu•&, &.s, 1, 7.5, e, e.5, 9. 

-(fenllalaninaJ • 1.5 mK. 

-T lempo de incubac i6n • 20 min. 

-Temperatura • 27 °c 

-conc. de extracto • 47.92mg/ml. 

-Vol.extracto • lml. 
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3) .-En la determJ.nacJ.6n para conocer la concentración de extracto 

6ptJ.mo1 se realJ.zar"n diluciones de extracto en orden de menor a

la mayor concentraci6n, que son laa aiguientesi0.95, 2, 39, s.32, 

7.98, 11.98, 15.97, 23.96, 30, 35, 40, 47.92 mgo de protaina. 

Bajo laa mismas condiciones de trabajos 

00Conc. de fenilalanina • l.SmM, 

00Tiempo de incubación • 20 min. 

-Temperatura • 21°c • 

-Vol. de extracto • lml. 

4) .-La determinación del tiempo óptimo de roacci6n, ae realizo 

trabajando loa aigulentes tiempoet o, 5, 10, 15, 25, 35, 45, 55 

min. 

00Conc. de fenllalanlna • l.5mM. 

-Temperatura • 21°c. 

-Vol. de extracto • lml. 

5) .-Para determinar la temperatura optima da trabajo de la enzima 

ae analizaron diferentes valorea da temperatura, 10, 15, 20, 22, 

25, 27.5, 30, 35, 40, 42.5 ºe, observando al comportamlento de 

cada aiatema. 

30 



CAPl'l'ULO lilt RESULTADOS. 

CONCENTRACION DE PROTEINA EN EL EXTRACTO PARCIALMENTE PURIFICADO 

CON SULFATO DE AMONIO. 

La concentración de proteina encontrada en al extracto da 

htgado de carnero s• determino por el m6todo da Lowry, 

interpolando en una curva de calibración. (Tabla I SJ (43,44,47) 

PORIP'ICJ\CION VOLUMEN PROTEINA CONC. DE PROTEINA 

(ml) (mg) (mg/ml) 

Extracto 1500 46.030 30.68 

Fracción de 250 10.879 43.58 

etanol 

Pracción de 50 2.396 47.92 

(NH4)SOZ 

Tabla I s.-Determinación de la concentración de proteina an el 

extracto parcial purificado por el método de Lowry. 

En el presente eetu.dio ee mu.eetran las condiciones de reacción 

da la enzima fenilalanina hidroxilaaa( In vitre), de acuerdo a 

nuestras c:ondicionea da trabajo, con el objeto de llegar a la• 

condiciones finales de la reacción, como un pro•¡>9cto para 

proponer una técnica de diagnóstico rApida, económica y 

grado de confiabilidad en loa resultadoe. 

Loa datos obtenidos en la determlnaci6n en cada uno de loa 

parlmetros involucrados en la reacción enzlmAtica(Concentraei6n 

de eustrato (e), pH, concentrac16n de extracto (Ext], tiempo y -

temperatura son de Abaorbancla(Aba). 
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EFECTO DE LA C~NCENTRACION DI SUSTRATO 

La forma para determinar la concantraci6n optima da 

auatrato(fenilalanina), se realizo midiendo al proceao S veces 

para cada concantraci6n. (Tabla I 6). 

[ fenilalanina) 

0.5 

1.0 
1.5 ... 

2.0 •. 
2.5'·''" 

3.0· 

3.5 
,·; .::-
·4.0 

4.5 

A1 A3 

o o o 

~::;~: :r o .• 229 ' 0.232 o.232 

.·.·oo;.~33>3:65;;i/.: ¡i,~o:l¡~M i ~::;: ~:::: 
. ~·o/ii7 . o:m 

\J'~?3'4tJ5 )fl; ~~{~;-~~-.~.,l ::<o:346 
:~'.:0·;134'9'.t:~~ :X:~' :,/, 0.353 . 0;354" 

r~·;:3~9'~·,jr 0r~;,3;a~,f ('~.·:.-~.·s"e~? 
. '· ~- . .;- .. , .v.~: .. ·-,_ ~. -

::. 0~·355·:._?t ;>~:.~~~) ~:; __ .o'.355--
;0;·314 .• tºJ.~,!~t : o.m 

·s;o ~ :'0,393 0.383 

0.392 

0.394 

0.396 

0.396 

0.396 

0.359 

0.366 

0.376 

0.383 

0.392 

0.394 

0,396 

0.396 

0.396 

S.5 
6.0" 

Í;,5 . 

7.0 

7.5 

'o!392 ,,, -, 0~391 
:o.394 

~.·j~~ ' 
0;395 

0.395 

'0.393 

0.395 

0.395 

0,395 

AS 

o 
0.232 

0.322 

0.330 

0.338 

0.345 

0.353 

0.358 

0.367 

0.375 

0.384 

0.393 

0.396 

0.396 

0.396 

0.396 

Tabla I 6. -Lectura a de abaorbancia para cada concentración da 

fenilalanina en la• condicionea de ensayo. 



En la Tabla #7 ea representa el promedio del total de 

laa lecturas de (Aba) obtenida•• 

[ fenllalaninaJmM Ab•Cxl ( fanllalanina)mH Abs(iJ 

o o 4.0 0.366 

o.5 0.230 4.5 0.375 
,•<'., 

5;0 1.0 0.320 0.383 

1;5 '0.328 5.5 0.392 

2.0 0;33s · 6.0 0.394 

2.5 0;343 6.5 0.396 

. 3.0 0.351 7.0 0.396 

3.5 0.358 7.5 0.396 

, Tabla I 7 .Efecto de la concentrac16n da sustrato va Abaorbancia 

(Lectura• promedio). 

-Anallala Eatadlatlco. 

Error Estandar (E.S.) • 0.011. 

Coeficiente da Variacion (e.V.} • 12.35\ 
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La gr&fica I 1 corraapondl.ante a loa datos anterior•• •• 1 

Grafloa # 1 
O,&~A~ba~o~ro~a~nc:!!lª!.__E';:"ª;:t:;:lo:;•:::E;:n:,z:;lma::tl::;oa:=: l:l•;:"::"ª=:';ª":;l;:n•:l:;v:;s,::A~bs;o~r~b=•n::c:,:I•;;,·!._, 

PH • 7.6 
Vol.Ex t.• 1 mi 
Temp. • 2ro 

Tiempo • 20 mln 
!E.xtl • 47.92 mg/ml 

O'-~'--~-'-~-'-~-'-~-'-~'--~-'-~-'-~-'----...J 
o 1 . 2 3 4 

1 Not• : Condlefonea lnlol•fss. 1 
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EFECTO DEL pH 

uno de los par6metros determinantes en la cinética enziml.tica 

la influencia del pH del medio de reacci6n, que 

experimentalmente nos dio los si9uientea reaultadoa (Tabla I 8). 

pH Aba. 

6.0 0.336 

6.5 0.340 

1.0 0.341 

7. 5 0.414 

e.o 0.341 

8.5 0.345 

9.0 0.349 

Tabla I 8.-Efecto de PH va Abaorbancia. 

zatos resultados ae representan en la gr&fica I 2 1 

Graflca # 2 

O,O ~Ab~a~or~b~anc~la~_...=ª::"::"::tl::o::•:;E::nz::l::m::•t::lo::•::':::::H:::::vs:::::A::bs::o::r::ba::n::o::I•=..._-.., 

0,40 

0,4 

0,36 

T•mP.• 21•c 
Vcl.Ext.• 1 mi 

Tiempo • 20 mln 
(Extl • 47.Q2 rng/ml 

(fenllalanlnal • 'l.5 mM 

0,3~---~---~'------'-----'------' 

o 6 7 6 11 
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DB EXTRACTO 

La concentración de extracto (Ext] optima en donde se lleva a 

cabo la mlxima actividad de la enzima fenilalanina hidroxilaaa, -

ae obtuvo de los siguientes reeultadoai (Tabla I 9) 

(Ext)mg/ml Aba. (Bxt)mg/ml Ab•. 

0.95 0.097 15.97 0.182 

2.39 0.097 23.96 0.250 

s.J2 0.097 JO.DO 0.280 

7.98 0.099 JS.00 0.320 

9.58 0.100 40.00 O.JJO 

11.98 0.135 47.92 0.340 

Tabla # 9.-Efecto de la concentraci6n de extracto ve Abeorbancia. 

La gd.fica # J obtenida as la aiguiente: 

ra ca# 3 

O,• Abaorbancla 
Clnetloa Enzlmatloa : Cono.Extracto vsAbsorbenol 

0,38 

0,3 

0,25 

0,2 

0,18 

o,1r----~ 

0,05 

PH • 7.6 
Ta~.• 27-0 

Vol.EJC.t.• 1 mi 
Tiempo • 20 mln 

franllalanlna) • 1.6 mM 

o~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

o 10 20 
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EFECTO DEL TIEMPO 

Bl tiempo 6ptimo para nueatra cin6tica de raacci6n, fue 

determinado utilizando un rango de O-SS minutos, obtaniandoae la 

eiguiente tabla #101 

Tiempo (min) Abo. Tiempo(min) Abo. 

o o 11 0.18 

0.01 12 0.19 

0.03 15 0.20 

0.04 20 0.22 

0.22 

0.22 

0.21 

0.23 

8 

10 

Tabla #10.-. Btecto'del Tiempo va Ab•orbancia. 
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La gr&f ica # 4 que corresponde a e atoa date a ea 1 

Absorbencia 
J( Graflca # 4 .1 
Clnatlca Enzlmatlca : Tiempo vs Absorbencia. 

0,1! 

0,41! PH • 7.6 
Temp.• 27°C 

0,4 Vol.Ex l.• 1 mi 
(Extl • 47.92 mg/ml 

0,31! (lenllalanlna) • 1.6 mgtml 

0,3 

0,21! 
~ 

~~f 0,11! 

0,1 

0,01! 

o 
o o 10 10 20 21! 30 30 40 40 00 ºº 00 

Tiempo (mln) 
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EFECTO DE LA TEMPERATURA 

Para determinar la temperatura optima de reaccl6n, ea trabajo 

en un rango de temperatura de 10-45 °c, loa datos obtenldoa ae 

encuentran en la tabla siguiente: (Tabla I 11) 

Terr.peraturac 0c) Aba. 

10 0.01 

15,5 0,028 

20 0,063 

22.s 0.125 

25 0.190 

27.5 0.280 

30 0.280 

35 0.260 

~ 40. 0.270 

45 0.270 

Tabla I 11.-Efecto de temperatura va Abaorbancia. 
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y la grAfica # 5 es la representativa de esta variable : 

0,3 

0.25 

0,2 

0,15 

0,1 

0,05 

Graflca # 5 
Clnetfoa Enz.lmatlca: Temperatura va Absorbancle. 

Absorbancle 

PH • 7.6 
Vol.Exl.• 1 ml 

Tiempo • 20 mln. 
!Exl) • 47.92 mg/ml 

(lanllalanlna)• 1.5 mM 

Te111>aralure de Trenslclon • f.Opllma 

oL-=====:=i.~~~..1-~~--L~~~..._~~--' 

o 10 20 30 40 50 
TemQeretura'C 
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Loa resultados obtenidos al realizar la cinética con loa 

par4matroa óptimos del ensayo ( [e), pH, [Bxt), tiempo y -

Temperatura) qua intervienen en la reacci6n •nzimitica, •• 

mueatran en la tabla eiquiente, en 5 deterl'Dinacion•• realizada•t 

(Tabla # 12) 

t fenilalanina) A1 A2 A3 A4 A5 

o o o o o o 
o.2s 0.083 0.084 0.083 0.082 0.093 

o.so 0.165 0.166 0.164 0.165 0.167 

0.75 0.241 0.242 0.239 0.240 0.241 

1.0 0.302 0.297 0.299 0.301 0.299 

Tabla I 12 .Lectura• de Abaorbancia para cada concentración da 

fenllalanina en el rango da 0-1 mM. 

y laa lecturas promedio sons (Tabla I 13) 

(Penilalanina) Abo. <x> 

o o 
o.2s 0.093 

o.so 0.165 

0.7s 0.240 

1.00 0.300 

Tabla # 13.- Efecto da la concentración de fenilalanina va -

Abaorbancia en las condiciones finales ( Lecturas 

promedio). 

41 



-Analiaia Eatadiatico. 

x•0.158 , n•1•0.120. 

Error Eatandar ( E.S.) • 0.054. 

Coeficiente de Varlaclon ( C.V.) • 75.90\ 

La gr&flea 

algulente: 

6 corresponde a estos reaultadaa y ea la 

Graflca # 6 

0,35 ~·~··~º~'"!!ª~nc:!!'ª!.__....!:C:=l::n::•t::lc:•::::E::n::z::lma=::tl:::ce=::: ::[fº::"::ll:::•':::ª="'="=ªJ::vs::::::A:::b•::º::'::b•:;";:º:::'ª!..., 

0,3 

fj.J.JJ¡O/ 
0,20 

b. 4.21' 10 • 3 

m • 0.9108 
0,2 r • 0.9993 

pH • 7.B 
0,10 Vol.Ex t.• 1 mi 

Temp.• 23.B •e 

0,1 
Tlampo'• 10 mln. 

[Extl • 47.92 mg/ml 

º·ºº 
o 
o 02 04 o.e 0,8 1 1,2 

Nota : Condiciones Finales. [fenllalenlnamM 
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CAPJ:rtn.o IV 1 AH.l\LISIS DE RESUI.TADOS 

Del anAliaia de resultados con respecto a la concantraci6n da 

proteina presente ª .. r: er extracto parcial purificado da h19ado da 

carnero, se puede observar que se tiene una concentración mAxi.ma 

de proteina de 47.92 rng/ml, que fue determinada por el m6todo de 

Lowry(86) .En el desarrollo del estudio cinético de una •nzi.ma ea 

importante el control estricto de todos loa parA.metro• 

involucrados en la reacci6n. 

Para comenzar el anAlieis da loa resultados obtenidos, al 

primer parAmetro a tratar f'ue la da concentración de ( au1trato J y 

mediante la obtención de la curva de I fenUalaninaj va Aba, no• 

permite analizar la actividad de la enzima , en la grif'ica se 

observa un incremento constante da la actividad enzim!tica en 

el rango de concentraciones de 0-1. SrnH, y que deapu6a a 

concentraciones mayores a esto rango ae produce una diaminución 

de la reacción, nosotros auponemos, que eate comportamiento •• 

debe a la aaturación de la enzima por alta• concentracionea da 

fenUalanina, por lo cual aeta reacción tiene un comportamiento, 

de acuerdo a una cinética de Michaslia-Menten, que grif'icamenta 

•e representa como una curva hiperbolica rectangular ( 44). 

Bl siguiente par4metro, que se determino fue el pH, que da 

acuerdo a lo resultados obtenido• el pH óptimo da la cin6tica da 

reacción, ea de 7. 4 por lo cual nosotros deducimoe qua el rango 

de pH, donde se puede llevar a cabo la reacción ea de 6.8-7.5, en 

el cual ae aeta contemplando que la enzima no auf'ra un proceao de 

desnaturalización y as! produciondose la inactivación de la 

en:rima, como ae puede contemplar grA.ticamente en loa extremoa da 

valorea de pH Acidoa y basicos. 

Con lo que respecta a la grlfica obtenida en la determinación 

de la concentración da extracto óptimo se hace notar, que a -

partir da la concentración de 25 mg/ml, la actividad de la enzima 

empieza a incrementarse en forma proporcional despu6s da eata 
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punto por lo tanto inferimos, qua la mayor actividad de la enzima 

correeponde a la concentración de 47.92 mq/ml del extracto 

parcial purificado. 

El factor tiempo, en la cinética de reacción ea importante 

controlarlo, para evitar un poaible efecto de inhibición, que 

influya en la determinación en:r.im.ltica, por lo cual es necesario 

darle un intervalo de tiempo adecuado a la reacción para que ae 

realiza totalmente, esto se refiere al lapso de tiempo de 

raacci6n, ql.le da acuerdo a la gr6Uca obtenida este intervalo le 

corraaponda como punto medio 15 minutos, por lo que 

consideramos, que este lapso de tiempo no ea tan prolonqado 

comparaci6n con otras determinaciones enzimaticas. (43) 

La influencia que ejerce la temperatura en una cinética 

enzimA.tica ea determinante, como se puede observar en la gr.lfica 

da temperatura ve Abe., existe un rango de temperatura en donde 

la actividad de la enzima es proporcional hasta alcanzar un punto 

medio, como 11e puede observar en la 9r6fica que corresponde al 

valor de 23.Bºc , la que coneideramoa como la temperatura optima 

de reacción, es importante aclarar que la curva obtenida difiere 

bastante al de una cinética normal, donde la curva tiene la forma 

de una campana y la temperatura optima corresponde al punto 

mlximo de la curva de reaccion(SS) en nueatro caso la curva 

obtenida ea ainoidal, por lo tanto la temperatura optima aa 

encuentra en la parte media de la curva mediante el trazo de dos 

linea.a paralelas en el punto mtnimo y m&ximo de la curva como •• 

puede observar en la 9r&fica # 5 y que en la literatura •• le 

considera realmente como Temperatura de tranaic16n, que •• define 

como la teinperatura, donde se tiene la m&xima actividad 

enzim6tica antes de que la enzima tenqa un procaeo da 

deanaturalizacion ( 44}. 
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Después de haber realizado la interpretaci6n de cada uno de 

loa parAmetros involucrados en la cinética de fenilalanina 

hidroxilaaa (Concentraci6n de sustrato, pH 1 conc.de extracto, -

tiempo y temperatura), con el fin de determinar laa condiciones 

finales de reacción, la relaci6n experimental que pone de 

manifiesto en forma general la actividad de la enzima 

fenilalanina hidroxilaea, ea la relaci6n de ( fenilalanina) 

abeorbancia, por lo cual podemos mencionar lo siguiente: 

1) La influencia de loa parAmetros de reacción (Condiciones 

finales), nos permite analizar el comportamiento de la actividad 

de la enzima debido a la relación proporcional, que existe entre 

la propiedad obtenida(Abs.) y la variación de sustrato. 

2) El hecho de proponer el rango de concentraciones de 

fenilalanina de 0-1. S mH, se debe principalmente a que en esta 

intervalo de concentraciones tenemos la etapa mas representativa 

de la reacción, ea decir qua de alguna manera astamos asegurando, 

que la medición de la actividad de la enzima no se aeta 

contemplando el estado de saturación de la enzima o en su defecto 

la inhibición de la actividad por altas concentraciones de 

sustrato y grificamente hablando nos referimos a la inclinación 

de la curva hiperbolica en la relación de (s} va 1'.baorbancia. 

3) Al téner una relación proporcional o lineal entre laa 

variables antes ~encionadas, nos permite llevar a cabo el c.llculo 

de los par&metroe cinéticos mediante el uso de loe modelos 

matematicos propueeto teór icllmente y que noe dan otro punto de 

vista que complementa la parte experimental de la cin6tica 

enzlmitica, por ejemplo la velocidad inicial(Vi), orden de 

raacci6n, velocidad mA.xima (Vmb), velocidad media(V1/2), etc ••• 
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VELOCIDADES INICIALES 

La velocidad inicial (Vi), se defina corno la cantidad de 

producto formado en la reacción por un lapso de tiempo 

determinado, en nuestro caso la velocidad inicial la definimo• 

comot La relac1on da la varlaclon de la concentraclon da 

sustrato (fenllalanina) en funclon de la absorbancla en ralaclon 

al consumo de cofactor NADH por unidad de tlampo(optlmo). (51) 

CALCULO DE LAS VELOCIDADES INICIALES DE LA CIHETICA DE LA 

FENILALANINA HIDROXILASA 

El c6lculo de las velocidades iniciales (Vi) ea calcularon a 

partir de la divie16n de la Abaorbancia obtenida entre el 

tiempo de reacc16n final, estos resultados son reportados en la 

aiguiente tablat(47) 

( fenilalanina )mK 

o 
0.25 

o.so 
.0.75 

1.00. 

... , '. 

fenilalanina hidr_oxilaaa. 
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y en la gr4tica #7 tenemos lo ai9uientes 

0,025 

0,02 

., 
Velocload lnlc:lal 1m1n ) 

b • 1.53" 10 ... 
0,015 m • 0020 

r • Q998 

0,01 

0,005 

pH • 7.6 
Vol.Ext.• 1 mi 

Temp.• 238"0 
Tiempo • 15 mln. 

[Ext] • 47.92 ~/mi 
(tenllalanlne] • 0-1 mM 

o<-~~-'-~~~-'-~~-"'--~~-'-~~~-'-~~-' 

o 0.2 0,4 

47 

0,8 0,8 1.2 
(renllalanlnal mM 



La daterminaci6n da laa velocidades iniciales, permita 

analizar grificamente el comportamiento de la actividad de la 

enzima durante el trascurso de la reacción en relaci6n con el 

auatrato, como se puede obeervar en la qrifica (SJ - Vi, la 

linealidad indica como la velocidad ea proporcional al aumento en 

la concentración de fenilalanina ea decir que, nin9un otro factor 

diferente a la concentración de sustrato (5), limita la velocidad 

dentro del intervalo de O - 1 mM de fenilalanina, pero despu~a 

de este intervalo la cantidad de enzima dl.aponible en la muestra 

de reacci6n, ea el factor limitante porque el sustrato ha 

&aturado el proceso enzimitico, por lo que apenas ea posible 

aumentar mas la velocidad, a este punto se le conoce como la 

Vmix. de la reaccion. (17} 

La velocidad mixima (Vmix), se define como el mae alto valor 

de la velocidad, que puede obtenerse incrementando la concentra

ci6n de sustrato, de acuerdo a la ecuación de Hichaelia-Henten 

(55) • 

dondes 

V • Vel. inicial. 

Vmlx • Vel.mAxima. 

V • Vmix • (SJ/Km + (5) 

ltm • constante de Hichaelia. 

(5) • concentración de auatrato. 

En donde loa valorea de estas constantes se determinan de 2 

formas a 

1) • - Graficamente interpolando loa puntee correspondiente& d• 

Vmb:, Vmedia mixima y Km en la grifica de [S] va V inicial. 

2) .- Mediante la relación reciproca (inversa) de la ecuación da 

Hichaelia-Henten. ( 19 1 59, 77) 
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-con lo qua respecta al inciso 1) tenemos, qua el valor de VmAx 

es interpolando en la 9r6fica, el valor mas elevado y la Krn as la 

mitad de la velocidad VmAx, pero surge un inconveniente por el 

cual este m6todo 9rafico no as el mas recomendable para la 

determinación de las constantes, si analizamos la qr.lfica 

(fenilalanina) ve Abe.; el comportamiento grafico es el de una 

curva hiperbolica rectangular, por lo tanto si se calculara las 

constantes mediante la interpolación en la curva implicaria un 

elevado error, debido a que loe valores obtenidos no son repre

•entativce de la cinética, es decir conforme •e va llegando a la 

asintcta de la curva (Inclinacion), no ea precieo determinar 

exacta.mente la concentración real de sustrato, que correspondo a 

la VmAx, conformo ee va acercando a la estabilidad de la curva. 

-En el inciso 2), lo que se propone ea precisamente un m6todo de 

linealizaci6n, que permite calcular lo mas exacto posible el 

valor de la Vmb:., V< 1/2)media y Km. 

Uno de loa métodos, ea la representación del inver90 de la 

ecuación de Michaelie-Henten, a la cual 

representación de Lineweaver -eurk, que 

aiguiente manerai (17) 

l/V • ( Km/VmAx) • (l/[S]) 

le denomina como 

expresa da la 

l/VmAx. 

como una traneformaci6n lineal, si lo representamos de acuerdo 

a la ecuación general. de la recta, Y• mx + b entonc•er(l9) 

y • l/V x • l/(S) m • Km/vmb b • l/Vm5.x. 

y loa datos obtenidos a partir de la relación l/[S) va 1/Vi, -

ae representan en la tabla siguienter 
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1/(S) 1/Vi 

o o 
4 181. 81 

2 90.90 

1.3 62. 50 

1 so.oo 

Tabla # 15.-Relacl6n reciproca de la acuaci6n da Hichaelia-Henten. 

y au representación ea la gr&fica # B: 

200 

Clraflca #a 
Cinetlca Enzlrretlca : 1/Vel.lniclal vs _, 

1/V (mln ) 

150 

100 

60 

o 
j~ 1/Km 1 

2 

50 

B.J..itJMi 
b •2.01 
m•<f6.00 
r•tll19"1 

1l(fen1lalarnnal mM 
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ea decirs 

b • 1/Vm6~ --------- Vm6x • 1/b • .1/2.378 •. o.4205 m~n: 1 

m • J(m/Vmh-·~.;..:,_-:~~.::...;;}:~~·~~;~~~~:-'~:. ~"· 

Km. <m> ·<v~¡~)··~'};~~:~~·~-~-,~~-.':_" ,~·;:~~-~:~ ~1n· 1 , 
Km •.18.9 ~~-1 m'i~-~-1 . . 

Donde la Km, ae .define como la concentraci6n de sustrato, que 

permite alcanzar la mitad de la velocidad mAxima, por lo tanto ea 

la constante, que permite calcular la actividad enzim5.tica. ( 17) 

DETERMINACION DEL ORDEN DE R!:ACCION 

Para conocer al orden de reacci6n de la enzima fenilalanina 

hidroxilasa a nuestras condiciones de trabajo, ae determino por 

el m6todo de velocidades iniciales, mediante la relaci6n da 

ln (fenilalanina) va ln da la velocidad inicial(Vi), obteniendoae 

la Tabla # 16. (43) 

ln ( f•nilalanina) ln Vi 

-1.38 -s.2 

-0.68 -4.5 

-0.28 
·.· 

-4.13 

-3.91 

Tabla I 16.-Determinación del orden de raaccion. 
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y ae representa en la gr4fica I 91 

G-afica # 9 
Orden de Reaccion : In [fenilalanine) vs In Val.Inicial. 

-16 -0.6 -0.6 o 
In (fenllelenlne] m'A 

!LJ.i!!!HJI. - -1 
b. -388 
m •D.9425 
r • 09990 - -2 

1 Nota: Cmslic.. OS PrlnVJr 000n. f - -3 

- -4 

_, 
In Velocidad lnlclel (mln 1 - -8 
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Para la determinación del orden de reacci6n, que ae define de 

acuerdo a la ecuaci6n de la velocidad como un modelo mAtematico 

da la cinética da la reacci6n, que tiene valorea enterca de 

1,2,3, que noa permite evaluar la relaci6n qua exista entre la 

velocidad de reacción y la concentracion de sustrato, en resumen 

la actividad enzimltica, por lo cual la determinaci6n del orden 

de reacci6n ae c~lculo mediante el método de velocidades 

iniciales (38), que torna en cuenta loa resultados de velocidades 

iniciales y la concentrac1.6n de fenilalanina, que sacando ln a -

ambos parlmetroa, nos permitio determinar el orden de reacci6n y 

que debe cumplir ciertas caracteristicas; 

a).- La relaci6n grlfica debe ser lineal. 

b) .. - Con una pendiente positiva. 

Por lo tanto nuestra reacc:6n corresponde a una cinética da 

primer orden, como se puede deducir de la grlfica y conforme a 

loa puntos antes mencionados, 

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA FENILALANINA HIDROXILASA 

Para el calcul"" de la actividad enzimitica de la fenilalanina 

hidroxilaaa, se tomo como base el valor da Km obtenido a partir 

de la reciproca de la ecuación de Hichaelia - Menten. (55) 

La actividad enzim6.tica se puede reportar de 2 maneras: 

(43,44,45) 

1) .- Unidades tnternacionalee(UI}, 

UI • ( Km) (10
3

) ( Vt) / fNADH) (1) (Vm) 
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Klll • Valor de tie. de Mftha1lfs.• 18.90 amo\ l" 1m1~1 

10
3 

• httar de 1;onv11ralonde lmlOl • lllllO(. 

Vt • VolLlllm ioul det ststen11 •2.3 lll 

ENADH • Coaflclenu de eblorttvfdad · JDDl•t · del fi'ADH e 340mi, 

reportado de 6.3 l 111110l • 1 
e11·

1 ). 

l • P .. o del haz de lut de le. cel~ "1a..;:::' 
Vllt • Volunen de 11Uestta • 1 111 

- "'.-:.' ... :.-... _ 

.·,. 

Sustituyendo estoé ·valo~~- ,:e~:·.·:i.~··ecuacion' 

uz • 6929.20 pmol/niiñ'i4?._92i0g¡m1- '•-144 .. S9U/L/mg de proteina de 

144.59U/L/mq/ml de extracto parcial purificado de hígado da 

carnero, a pH •7.4, y" 23.e.ºc: ~n 15 min .. 

2) .- Por nanokatalea: 

Si l Ut equivale a 16.67 nkat, mediante un factor de converai.on: 

lUt---------.. --16. 67nkat 

6929. 20 UI------------ X • 115509. 79nkat 

Actividad de la fanilalani.na hidroxilaaa • ll5509.76nkat 

47.92rng/mL 

Actividad de la fenllalanina hldroxilaaa • 2410.47 nkat/mg de 

extracto de proteina parcial purificado. 

2410.47 nkat/mg de proteina de extracto parcial purificado de 

hígado de carnero, a pH •7.4, y 23.8 °c en 15 min. 
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ANALISIS HIPOTETICO DE LA GRAFICA (fenilalanina J va[NADH] 

DeapuAa de haber analizado la ralaci6n (fenilalanina) va Aba. 

para determinar la cinética enzimAtica de la fenilalanina 

hidroxilaaa nos demuestra, que importancia tiene la coenzima 

NADH, debido a que la Abaorbancia obtenida esta en funci6n del 

NADH utilizado por la enzima durante la reaccion. (73) 

Por lo cual consideramos importante demostrar, que relación 

existe entre la propiedad y el NADH utilizado por la enzima. 

Para explicar esta cueati6n se propone un modelo matemAtico, -

que permita demostrar desde un punto da vista hipotltico, como ae 

lleva a cabo esta relación y que ea el aiguiente1 

P • EP. (x] •••• (l) donde1 

Pr Propiedad medida. 

Er Coeficiente de Abaortlvidad Molar. 

µePaao del haz de luz de la celda. 

(x) 1 concentraci6n de la sustancia a medir. 

A• Ett (fenilalanina] •••• (2) 

A 1 Abaorbancia total del •ietoma. 

E11 Coeficiente de Abeortividad Molar. 

l : Paso del haz de luz de la celda. 
(fenilalanina) : Cene.de fenilalanina. 

Si A • Ar/» + AT •••• (3), donde: 

~ • Aba. de fanilalanina, 

.1\T • Aba.de tirosina(Al aer tan baja ae 

considera despreciable). 

Entonces 1 A9 • E11{fenilalanina) - UlJNADJ •••• (4) 

CNAOJ • S• nflere a la especie de la coenzh111 en au Htado 
redJc:ldo, 

donde tenemoc que; AJW> • fZl[NllD) •••• (S) 
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despejando E2 da ec. (S) 1 

12 • ANA!J/l(Nl\D]., • • (6) 

auatituyando (6) en (4): 

A~ • !1l(fenilalan1na] - (Nl\D]AllAD/l(Nl\D] 

eliminando termines, l•1 i 

Af/J • f1l(fanilalan1na] ... ANAD •••• (7) 

daapajando ANAD1 

ANAD• ftl(fenilalanina) - At/J •••• (8) 

Se proceda a calcular ANAD, para cada ( fenilalanina] obte 

niendose la siguiente tabla da raaultadoai 

( fanUalanina]mM 

o 
0.25 

o.so 
o. 75 

1.00 

·J 
ANADX 10 

-4. 75 

-9.5 

-6.75 

1.00 

Tabla I 17. -Relaci6n hipotatica da la concentraci6n de 

fanilalanina va AMAD ( Abaorbancia qua 

corresponde al NAD reducido con respecto a 

la fenilalanina). 

Si A• Aº</>• Aef> + ANA!J •••• (9) 

donde A'~ 1 Abaorbancia rBal, que corresponde a la 

{fanilalanina], que se transforma a Tirosina, por lo tanto 

se calcula la A'(/), para cada valor de AHAD, obteniendoae 

la siguiente tabla da reaultadoei 
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( fanilalanina ]mH, AHADX io·3 A'.; 

o ·O 
.. 

0.25 --4. '15 0.077 

o.so. -9.S 0.155 

·o.1s -6.75 0.233 

1.00 1.00 0.311 

Tabla # 18.-Ralac16n hipotetica de fenilalanina va Aºi/J 

(Absorbancia real da la tranaformaci6n da fenilalanina a 

tiroaina). 

entoncea si f1 • f2, la ec. (10), queda expreHda de la 

siguiente maneras 

Ar/>• tH (fenilalaninaJ - tH (NAD) •••• (10) 

donde f1 • 0.311 y l • 1. 

(Y•lor correspondlent• al de la perdlente de l• graflce 

(fenll•lantnaJ w Ati..). 

de la ac. (10) despejamos la (Nl\D]: 

(NAO) • f11(fenilalanina) - A•.; / ¡11 •••• (ll) 

reordenando terminoa1 

{NAD] • t1 l (fanilalanina) - A~fj, 

¡11 ¡1 l 

eliminando termlnoa1 

(NAO] •(fenilalanina] - A'i/J •••• (12) 
_¡_11_ 
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ae proc•de a calcular la (NAD) para cada valor de (fanilalanlna] 

obteniendoae la siguiente tabla de resultados y au gr,fica 

correspondiente eai (Tabla I 19) grUica # 10) 

( fenilalanina lmH 

0.25 

o.so 
0.75 

l.Oo 

24.1 

16.0~ 

a.o 
o 

Tabla # l9.-Ralaci6n hipotatica de la concentración de 

fenilalanina va la concentración de NAO. 
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y la grAfica I 10 es: 

20 

10 

10 

{NAO)" • Se refiere a la reducclon de ra 
coenzlma NADH. 

Plantsamlsnto h/potsttco. 

o L..~~-'-~~-'-~~~'--~~-'-~~-"~~--' 
o u ~ ~ u u 

(fen11a11nlna)nM 

Analizando el comportamiento de la gr6fica obtenida tanemoa 

que la relaci6n de (fenilalanina) ve [NAO) ea proporcional,lo que 

aignifica que la propiedad obtenida, es equimolar con la 

concentraci6n de fenilalanina y por lo tanto ea proporcional a la 

actividad de la enzima con respecto al NADH utilizado. 
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CONCLUSIOHEB 

-En el presente estudio, se llevo a cabo la cinética enzlmAtica 

de la enzima fenilalanina hidroxilasa t l. 14. 16. l J, det•rminandoaa 

las condiciones f inalea del método de ensayo 

* CONCENTRACION DE PENILALANINA • 0 - 1.5 mH. 

*pH•7.4 

* CONCENTRACION DE EXTRACTO • 41.92 mg/ml. 

" VOLUMEN DE EXTRACTO "" 1 ml. 

* TIEMPO • 15 minutos. 

* TEMPERATURA • 23.B ºe (Aprox. 24ºc>. 

Loa resultados obtenidos correspondientes a este punto, 

permiten, que la técnica experimental se desarrolle adecuadamente 

a las condiciones de laboratorio. 

-El orden de raacci6n de la cinética de la fenUalanina 

hidroxUasa en base a loa resultados obtenido·a, es una cinética 

de reacci6n de primer orden. 

-La relaci6n ( fenilalanina] va Aba., presenta un comportamiento 

grafico de acuerdo a la de una cinética de primer orden· que aa 

ajuata a la Ec. de Hichaelia-Kenten. 

-con respecto a la Espectrofotometrta de Absorci6n, técnica 

utilizada para la medici6n de la propiedad, qua en si se refiere 

a la reducci6n de la coenzima NADH podemos mencionar, que una da 

las condiciones primordiales para utilizar eata t6cnica, ea el 

comportamiento que eiguio nuestra cinética, que se ajusta al 

modelo de Lambert y Beer ea decir· que la ralaci6n entre la 

propiedad medida y la (fenilalaninal sea proporcional y que se 

explica por medio de la ecuaci6n de la recta, por lo tanto 

conaidero pertinente demostrarlo mediante un modelo hipot6tico 

que nea confirma da esta manara la ralaci6n de {fenilalanina) v• 

{NADH)rfducldo, a una longitud de onda de 340 nrn. 
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-La actividad de la enzl.ma .fenUalanina hidroxUaaa, evaluada en 

el extracto parcial purificado de hlgado de carnero ea de a 

FenUalanina HidroxUa111a (U.t.) • 144.49 U/L/mg de proteina. 

Fenilalanina Hidroxilasa (nkat) • 2410.47 nkat/mg de proteina. 

-Por ultimo se concluye, que el trabajo experimental realizado 

cumple con loa objetivos propuestos, siendo necesario enfatizar, 

qua el eatudL.> ea apenas un precedente para la proposición da 

otros modelos experimentales, que ae basarían principalmente en 

el anAlisia del comportamiento cin6tico de la fenilalanina 

hidroxilasa con diferentes fluidoa (suero o plasma), ya que eate 

trabajo se limito al est1Jdio en general del comportamiento de la 

enzima a cierta condiciones de trabajo en extracto da htgado de 

carnero, que serian las bases para el objetivo final de llegar a 

la implementación de una prueba de diagnóstico, que sea confiable 

reproducible, sensible, que nos permita la evaluación de loa 

proceaoa patológicos relacionados con la enzima fenilalanina 

hidroxilaaa principalmente en la hiperfeni lalanJ.nemia cU,aJ.ca 

tipo I (Fenilcetonuria). 
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GLOSARIO 

- ARNm 1 Acido Ribonucleico mena~jero. 

- ADN 1 Acido Desoxirribonucleico. 

- G 1 Base nitrogenada Guanina. 

- T 1 Base nitrogenada Timina. 

- A t Base nitrogenada Adenina. 

- e s Base nitrogenada Citoeina. 

- 02 : Molécula de Oxigeno. 

- H20 s Molécula de Agua. 

- THB s Cofactor Tetrahidrobiopterina. 

- DHB 1 Cofactor Dihidrobiopterina. 

- NADPH s Coenzima Nicotin Adenin Difoafato(Eetado reducido). 

- NADP• s coenzimaNicotin Adenin Difoafato(Eetado oxidado). 

- COZ s Molecula de Dioxido de Carbono. 

- NADH Coenzima Nicotin Adenin DinucleOtido(Eetado oxidado). 

- NAD 1 CoenzJ.ma Nicotin Adenin Dinucle6tido(Eetado reducido). 

- PKU 1 Siglas en ingles de Fenilcetonuria(Phenylketonuria). 

- S.N.c. Sistema Nervioso Central. 

- DOPA 1 Dihidroxifenilalanina. 

- ATP s Adenosin Trifosfato. 

- AHPc Adenosin Konofoafato ciclico. 

- [ ] : Notaci6n de concentración. 

- Tº 1 Temperatura. 

- l/v 1 Invereo de la velocidad. 

- l/e 1 Inverso de la concentraci6n de sustrato. 
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