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INTRODUCCION

Historicamente, ciertos transtornos del metabolismo de los

aminoicidos en el + han P do papeles clave en el

esclarecimiento de las vias por las gque estos compuestos son

metabol izados en sujetos normales.{17)

Por ejemplo el transtorno metabélico conocido como
fenilcetonuria si no es detectado en los primeros meses de vida,
conduce a un retraso mental grave e irreversible, que se debe a
la ausencia de la enzima fenilalanina hidroxilasa, que realiza

el paso metabSlico de fenilalanina a tirosina.{76)

Cuando se descubrio la naturaleza de la fenilcetonuria, se
hizo patente tratarla eometiendo al recien nicido, a una dieta
restringida en el contenido de fenilalanina, garantizando los
nutrientes necesarios para el desarrollo normal del afectado. De
aqui la importancia de contar con una prueba de diagnSstico para
fenilcetonuria, ya que esta debe ser ripida, facfl de
realizar, senslble y econdmica, que pueda ser implementada

en @l laboratorio de diagnéstico clinico.(19)

Una prueba de seleccién util, pero poco confiable, depende
de la identificaclén concentraciones urinarias de fenilpiruvato
como la prueba de cloruro férrico ({Reactivo que es muy
inestable), teniendose poca conflabllidad en los resultados

obtenidos con esta prueba.

En el presente trabajo se establecen las condiclones
experimentales de la cinética enzimitica de la fenilalanina
hidroxilasa como un antecedente, para que a futuro se implemente
una prueba de diagnéstico con las caracteristicas antes

mencionadas.



OBJETIVOS 3

1) Seleccionar y analizar las variables, que interaccionan con
el disefio experimental para la cinética enzimética de 1la

fonilalanina hidroxilasa.

2) Establecer las condiciones experimentales{in vitro), para la
cinética de la fenllalanina hidroxilasa,en extracto parcial
purificado de higado de carnero, con la infraestructura del
laboratorio de diagnéstico clfnico y patologia de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitl&n (Campo #1).

3) Proponer la cinética de la fenilalanina hidroxilasa, como un
antecedente para la implementacién de una técnica de diagnéstico

para la fenilcetonuria.

4) Mediante un an&lisis hipotético plantear que relacién existe
entre la concentracién de NADH y la concentracién de

fenllalanina, al utilizar la Espectrofotometria de absorcién.
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CAPITULO I : FENILCETONURIA.
1.1.Definicién de Brrorea Innatos del Matabolismo,

El concepto de Errores Innatos del Metabolismo, como causa de
enfermedad fue sugerido por primera vez en el afioc de 1902 por el
médico 8ir. Archibald Garrod, poco después del redescubrimiento
de las leyes mendelianas.(17)

Por lo cual un Error Innato del Metabolismo se dafine como:
"Un transtorno bilogquimico determinado por factores genéticos, en
base al principio actual de un "Cistrén - un polipeptidc” ,
(Un gen-Una enzima), que sigue un mecanismc de herencia de
acuerdo a las leyes mendellianas, (Autosémica bDominante, Autoso -~

mica recesiva y ligada al sexo}™.(17,22,23,82)(Fig.# 1)
1.2.~ pefinicién.

La Fenilcetonuria o tambien denominada Oligofrenia Piruvica,
eg un error innato de el metabollsmo, que se caracteriza por la
ausencia de la enzima fenilalanina hidroxilasa (17)., la cual
se encuentra localizada en el higado, en donde bloquimicamente
convierte a la Fenilalanina en el amino&cido tirosina, como un
primer paso metabslico en la biceintesis de catecolaminas y que
de acuerdo a las leyes mendelianas sigue un mecanismo autosomico
racesivo(76), es decir que ambos progenitores deben sar
portadores heterocigotos del gen, para que su descendencia
produzca el genotipo recesivo de la fenilcetonuria.(Pig.# 1)

Reconocido en 1909, el principio de'Un gen~Una enzima”,
postulado por Garrod (18), se neceeito gue pasaran 25 afos
para gue por primera vez se demostrara este principio
experimentalmente, en base a estudios realizados por Folling en
1534 (23,26),en 10 pacientes con eevero cuadro de ratraso mental
Yy eliminacién de altas concentraciones de &cido fenilpirGvico
en la orina, por le tanto se considera a la fenilcetonuria,
come el primer error innato del metabolismo, donde un defecto
enzimitico es capaz de producir una alteracién metab&lica.(72)



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

A) Enfermadad Autosomica Dominante. B) Enfermedad Autosomica Recesiva.

C) Enfermedad Ligada al Cromosoma X.
I 5
NGy @& & > @
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* Los hetsroclgotos esten afectados. (20)
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Jervis por otro lado propene en 1953 (17), que este defecto
esta relacionado a un gen autosomico recesivo, el cual tiene la
informacién para el desarrollo de la fenilcetonuria, Jervis
encontrd que la alteracién se debia a la incapacidad de oxidar a
la fenilalanina a tirocsina, por la fenilalanina hidroxilasa
inactiva en higado en ese tipc de paclientes.(76)

Debido al lImpacto que tuvo ese descubrimiento, a esta
enfermedad se le denominé con diferentes nombres:"Imbecillitus
phenylpyruvica de Folling’s™ y "Oligofrenia piruvica™, por lo
que el termino de fenlilcetonuria, fue introducido por primera
vez por Penrose y Quastel en 1937, sugerido por la eliminacién

de fenilcetona en la orina.(6)

2.-GENERRLIDADES.

2.1.Genética de la Enfermadad.

Eate defecto metabblico se puede axplicar desde un punto
de vista genético, es decir que la ausencia de la enzima es
debido a una mutacién a nivel de la secuencia de amino&cidos del
gen, que codifica para la sintesis de la fenilalanina
hidroxilasa, la secuencia de nucledtidos del gen mutante es
aimilar a la del gen normal, con la excepcién de que el
nucleStido de la base Adenina-Guanina(A-G} varia en la
transicién final de 1a unién de la cadena 5' a nivel del intrén
12, alterando el dinucleétido normal de Guanina-Timina(G-T) al
de Adenina-Timina(A-T) esta transferencia y expresién de el
gen demuestra que la mutacién resulta finalmente en un proceso
anormal de la si{ntesis da ARNm y por lo tanto en la actividad de
la enzima fenilalanina hidroxilasa,(7,9,15,19)

Se ha demostrado msobre la secuencla del ADN mutante de la
enzima, que la falla se localiza al momento del salto del exén
12 en la maduracién del ARNm, observandose que la mutacién de
G-T al dinucledtido A-T ocurre en el haplotipo 3 cromosémico, es
decir que se bloquea de esta forma 1a sintesis de la enzima
fenilalanina hidroxilasa, produciendose por lo tanto la

fenilcetonuria. (20}



2.2.Metaboliemo y Biogquimica de la Enfermedad.
2.2.1.Anabolismo de Fenilalanina

La fenilalanina es un aminoicido aromitico, esencial en 1la
sintesis protefca en tejidos de los mamiferos, la fenilalanina
no tiene ningun otro papel matab&lico normal, que ter el
precursor directo de la tirosina.(18)

La reacclén de hidroxllacién de fenilalanina a tirosina se
realiza por un rearreglo intramolecular en el anillo bencenico,
en donde el hidrégeno que se encontraba en la posicién 4 se
mueve hacia la posicién 3, en este momento la fenilalanina
hidroxilasa utiliza NADH y oxigeno molecular, en donde una
molecula de oxigeno se reduce a agua, y la otra molecula 1la
utiliza para la formacién de un grupo hidroxilo el cual va a
sor insertado en el anillo fenilo, este paso ha sido demostrado
maediante el rastreo de carbono 14 marcadc y subsecuentemente
encontrado en la poslicién 4 de la tirosina.(54)

Al mismo tiempo, el cofactor enzimitico tetrahidroblopterina
(TBH4) actua como un sistema transportador de electrones, por lo
que se oxida a su forma gquinoidea de la dihidrobiopterina
reaccién catalizada por la enzima dihidropteridina reductasa
para la formacién de tirosina.{(Fig.# 2)(18}

2 H0
o0~ &r;iuuumm oo~
HIDROXILASA - @ -CHz-(::—NH:!'
THE bHB H
FENILALANINA TIROSINA
NADPH + K® wapop®

Pig.#2.-Via metabolica para la hidroxilacién de la fenilalanina
Tirosina.(77)



2,2.2.Metabolismo de Tirocsina .

El aminofcido obtenido a partir de la hidroxilacién de la
fenilalanina em la tirosina, su metabolismo lo podemcs dividir

en dos vias diferentes:

1) VIA ACETOACETATO-FUMARATO.

2) VIA BIOSINTESIS DE CATECOLAMINAS.
1) Via Acetoacetato-Fumarato.

En esta atapa del metabollsmo de la tirosina, la
transaminacién a p-hidroxifenilptruvato, se lleva a cabo en el
higado, esta oxidacién es muy compleja, se afaden loe atomos del
oxigeno al carbono alfa de la cadena lateral y al carbono del
anillo al que asta unido esta cadena, esta enzima contiene
finr:o(Fez.).

La oxidacién del grupo carbonllo a carboxilo es acompafiada de
la descarboxilacién del grupo &zido original, para un mejor
acomodamliento del grupo hidroxilo en el anillo, la cadana
lateral acortada se desplaza a un atomo de carbono adyacente, i
obteniendose el homogentisato.Otra oxigenaea, qua contiene
hierro rompe @} anillo aromitico por adicién de atomos de
oxigeno a los carbones 1-2 la configuracién Cis del doble enlace
en el anillo ablerto es la base para 1la producclén de

malellacetoacetato,

En el cual se realiza una lmomerizacién del doble enlace a la
configuracién trans del fumarilacetoacetato, para produclr
fumarato y acetoacetato, intermediarios en el ciclo de loa
Scidos tricarboxilicos.(17)(Fig.# 3)
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Pig.#~ J.-Metabolismo de tirosina, via aceto-acetato.{77)

2) via Biosintesis de Catecolaminas

Esta segunda etapa o paso normal del metaboliemo de 1la
tirosina involucra la produccién de los neurotransmisores, como
las catecolaminas (DOPA, Adrenalina y Noradrelina), se sinte~
tizan por 1la hidroxilacién de 1la tirosina por accién de 1la
enzima tirosina hidroxilasa, que es semejante en funcién y -
necasidades de coenzima a la fenilalanina hidroxilasa y esta se
encuentra localizada en sistema nervicso central, ean los

glanglios simpatices y en las gl&ndulas suprarrenales.



La hidroxilacién de la tirosina a 3,4-dihidroxifenilslanina
(DOPA) es el punto de arranque de una secuencia de reacclones,

que llevan a varios agentes fisiolégicos importantes.

La dascarboxilacién de la DOPA por medic de 1la enzima

DOPA- ilasa en p ia de piridoxal fosfato origina la
DOPAMINA, gue se encuentra en regiones especificas del cerebro

como neuro isor.

La DOPAMINA es hidroxilada en la posicién Beta(f) de 1la
cadena lateral, por medlio de la enzima bopamina-hidroxilasa, la
cual requiere de i6n cobre para ser activada y producir la
Noradrenalina localizada en granulos cromafinicos, hasta al
momento en que las celulas son estimuladas para liberarla a la
sangre, la mayor parte de la Noradrenalina es metilada por 1la
feniletanolamina-N-metiltransferasa relativamente inespecifica
para adrenalina, para que posteriormente sea liberada en la
transmisién sinaptica del impulso nervioso.(17)(Fig.# 4)
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Pig.# 4.~ Ruta metabolica de tirosina, via blosintesis de

catecolaminas.{19)




2.2.3.Bloquimica de la Enfermedad,

Como se ha menclonado, en la fenilcetonuria la principal
causa es la ausencia de la enzima fenllalanina hidroxilasa esto

implica, que el paso metabSlico de fenilalanina a tirosina no es

realizado. (Pig.# 5) (17)

+ SFENILALANINA .

'Im3 - HIDAOXILASA bll}l: _
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HIDROXILASA.
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@ ~CH2-C00™

FENILACETATO

Fig.#5.-Metabolismo de 1;‘ ?@nl}éeiunu:la y la via alterna de la
depuracisn de la.fenilalanina.{17)




2.3. Fenilcetonuria Cl&sica ( Clasificacién de Hipernilalanine-
nemias).
Sa le denomina hiperfenilalaninemia,al aumento de la concen=-
tracién de fenilalanina en sangre.
Este transtorno se origina por 3 causae principalea 3

1) Defecto en la actividad de la fenilalanina hidroxilasa.(19)

~Hiperfenilalaninemia tipo I: Ausencia de la enzima fenilalanina

hidroxilasa (causa principal de la fenilcetonuria clisica).

~Hiperfenilalaninemia tipo II: Se debe a la deficiencia a nivel
de la actividad de la enzima fenilalanina hidroxilasa.

~Hiperfenilalaninemia tipo III: Se debe a un problema a nivel de
ia conformacién molecular de la enzima, para que sea
completamente activa.

2) Deflclencia a nivel de la produccién de Dihidrobiopterina.(19)

~Hiperfenilalaninemia tipo IV: Bs a causa de la ausencia de la
enzima Dihidrobiopteridina reductasa.

-Hiperfenilalaninemia tipo V: Se produce por la deficiencia del
cofactor tetrahidroblopterina, debido al deficit de la actividad
de la enzima Biopterina sintetasa.

3) Por defectos a nivel del metabolismo de tirosina.(19)

~-Hiperfenilalaninemia tipo VI: Tirosinemias, producidas por la
disminucién de tirosina en sangre.(Fig.# 1)
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' DEFECTO (Fanilalanina en sangre]
(mg/1)
- Hiperfenilalaninemia tipo I
(Fenilcetonuria clasica)

* No Tratada aoo

* Tratada 30-80
~Hiperfenilalaninemia tipo II 40-300
~Biperfenilalanineasia tipo III No reportados
-Hiperfenilalaninemia tipo IV 160~530
-gipsrfenilalaninemia tipo V 210-490
-Hiperfenilalaninemia tipo VI 40-200

Tabla #1.~Concentracién de fenilalanina en Hiperfenilalanine-
mias de diferente origen.(19)

2.4.Patolegia.

El fenilpiruvato que se reduce a fenllactato y que tambien se
descarboxila a fenilacetato, son los compuestos araméticos qu-
realmente producen la lesién durante el desarrollo cerebral
infantil, el dafio cerebral se ha reportado, que se da a 2 -

niveles:

I) A nivel de la deformacibn de la capa mielinica neuronal, por
la disminucién del nimero de neuronas por muerte colular, a

nivel de los hemisferios cerebrales. (53,58,80,81)

XI) A nivel de la eficiencia del proceso ginaptico, debido al
aumento anormal de las espinas dendriticas de las celulas
piramidales de la regién primaria apical(Estrate radial), en el

hipocampo cerebral, donde se supone gue el aumento de las



espinas es inducido por las fibras aferentes,producido por los
efectos toxicos del fanilacetato y da come consecuencia la

disminucién de la sinapsis,(69)

2.4.1. Incidencia

Los primeros datos para poder calcular la incidencia de la
fenilcetonuria, consistia en medir 1la frecuencia de - casos
reportados en instituciones mentales.Jervis célculoc que la
incidencia de fenilcetonuria en la poblacién general era de
0.006% (6 casos por cada 100,000 nacimientos),actualmente sae ha
aceptado que realmente es del 0.004% cobtenido para una poblacibn
especifica.(83)

Por eso actualmente para el cllculo de la incidencia, se
basa en millones de pruebas realizadas a recien nécidos, asi
como a diferentes edades, con el fin de estimar con mayor
exactitud, el nGmero de paclentes fenilcetonuricos no tratados
existentes en la poblacién con posible inteligencia normal y con
retraso mental.(91)

Desafortunadamente en México, no se ha podido calcular la
incidencia de fenilcetonuria, por 1o que es necesario

implementar un dlagnéstico masivo, sencillo, barato y eficaz.(6)

2.4.2.0istribuciSén (Edad) y mortalidad.

En base a estudios realizados en paises con mayor incidencia
de fenilcetonuria (PKU), se ha reportado que eata enfermedad se
manifiesta en loe primeros afios de vida por esg, cuando nog
referimos a la distribucibn, se reflere mas que nada a 1la
relacién edad-mortalidad de los individuos afectados.(83)

Como la fenil ia ®e manifiesta en el

transcurao de los primeros 5 afios de vida, esto se fundamenta en
estudios realizados por Knox, donde menciona un intervalo de
edades entra 5 - a 35 ados, como adad promedio de vida, que fue

el primer investigador que reporto estos datos.(30)
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2,4.3, Relacién con el sexo

En 1954 el investigador Jervia encontré, que no existe
ninguna varlacién, en cuanto a la incidencia de fenilcetonuria
con respectc A ambos sexos, pero aparentemente al cuadro clinico
es mas severo en el sexc masculino que en el femenino en donde
se reporta , que se presenta mayor concentracién de fenilalanina
en recfien ndcidos cuantificada con pruebas da diagnéstico
neonatales{17,68).

2.5.Cuadro Clinico (Signos y sintomas).

Los pacientes q'ua esufren fenil ia, nacen ap

normales, presentan elevaclédn escasa o nula de la concentra-
cién serica de fenilalanina al nacer, Bin embargo por la general
al termino de 2-3 se t la 16n de

fenilalanina en suero y estos pacientes comienzan a eliminar
&cido fenilpiruvico en la orina y despufe de 3 meses muestran
signos de dafio cerebral presentado mediante un electroencefalo-
grama anormal y convulsiones.{6%)

En la fenilcetonuria clésica (Tipo 1), loe paclentes emiten
un olor rancio o avinagrado, debido a la producclén excesiva de
&cido fenllacetico.Progresivamente el deficit neuroldgico se
agrava, las convulsiones se tornan mas frecuentes y graves, se
retrasa el desarrollo motor, vomitos & irritabilidad, que
generalmente después de el primer afio de vida se presenta un
cuadro de retraso mental, gue va de moderado a grave, ademas
debido a que estos pacientes sintetizan escasa produccién de
melanina, frecuentemente tienen tez blanca, pelo rubio y ojos
azules, se ha reportado que aproximadamente el 50V de
fenilcetonuricos se mantienen asintomiticos en periodos largos,
{ A veces afios) y al desarrollar el cuadro de retrasc mental ya
no es posible ningun tratamiento.(Fig.f 6)

Debido a los transtornos anteriormente mencionados el S0% de
lom fenilcetonuricos que no han sido sometidos a ningun

tratamiento mueren aproximadamente a los 25 afios. (69)



?1

[FenioeTonuR” |

FENILALANINA

Acido Fenliplruvico
FENILA

40RO}
Acldo fenli-lactlco  Acldo fenitacético /
) . y

Leslones en S.N.C.
ANINA

; Convulsiones Retardo mental

v

Inhibicion del metabolismo de tirosin

Reduccion de conversion a Adrenalina

Disminucion de catecolaminas

Reduccion de la conyersion a melanina

Cabello rubio y ojos azules

Flg.#6.-Princlpales manlfestaciones de Fenllcetonurla,como consecuencla de alteraciones
metabolicas,provocadas por la deficlencla de la enzima fenllalanlna hidroxllasa.

* Diagrama propuesto por los sustentantes.




2.6.Tratamiento.
2.6.1.Valorets Normalea.

Los valoras normales de fenilalanina en suero de pacientes
adultos as de 15 : 3 pgg/ml, en lactantas y nifics se ha repcrtado
de 12ug/ml con un rango normal de 8-16ug/ml.{2)

2.6.2.Terapia.

La patologia que ee produce en los fenilcetonuricos, puede

tratarse de 2 maneras:

a) La terapia convenclonal, consiste en la elaboracibén y -~
formulacién de una dieta baja en el contenido de fenilalanina y
asi cubrir las cantidades minimas requeridas de nutrientes, para
@l desarrolle normal de los recien nicldos a los gue se les ha
dlagnéeticade esta enfermedad, ee han formulado en otros paises
{Canada, U.S.A.), alimentos sinteticos comerciales como son
"Phenyl-free,Mead-Johnson, Cows-milk, etc..., que tlenen como
base leche evaporada complementada con minersles, vitaminas,
carbohidratos,...etc, dieta rigida, que debe mantenerse durante
los primeros 10 afios de vida, tiempo suficiente para 1la
maduracién del sistema nervioso, asi como tejidos relacionados.
{Tabla # 2 )(2,17,64)

b ) Otra alternativa, gue se ha propuesto para la terapia de
fonilcetonuria, es la administracién intravenosa de precursores
de lag catecolaminas como la S-Hidroxitriptofano y 3,4-Hidro-
xifenilalanina (DOPA), como una terapia de Bustitucién de los

precursores de las catecolaminas.{B80)
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Tamblen cabe menclonar que se ha reportado,

que en case de

Hiperfenilalaninemia tipo V (Deficiaencia del cofactor THB) no

responde a la terapia nutricionzl, por lo que se ha sugerido la

administraci6n intravenosa de

Tetrahidroblopterina,

con el fin

de reducir los niveles elevados de fenilalanina en sangre.(17)

Ingredientes Energia | Proteinas |Fenilalanina | Liquidos
{Kcal) 9) (»q) (m2)

~$5g de lLofenalac 253 8.3 a4 [
«donzas de lache

sntera de vaca 8o 4.4 200 120
=-4cucharaditas de

miel Karo 80 o o ]
-Agua o 0 o 408
Totales 413 12.7 244 525

Tabla #2. cantldades de ingredientes necesarlos en la dieta

para el recien nacldo.(64)
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2.7.Diagnéstico de Laboratorio{Fig.# 7)

Pruebas de Laboratorio

Cuantitativas

Espectrototométrica

Cuslitativas

Phenistix
Cloruro Férrico
Prusba de Guthrie

Fluorométrica
Cromatogralica
Electrotorética
RCP.

Fig # 7.Diagrama do ftujo, Que proponemos
para la conlirmacidn de un caso de
Fenilcetonurta Tipo | a nivet clinico.

* Reacclones en Cadena de .a Polimerasa.
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2.7.1.Fundamentos de técnicas para la cuantificacién de fenila-

lanina.

«“Pruebas Cualitativas

1) Phenistix (Tira reactiva Phenistix, que contiene como
reactivos a Sulfato de Amonlo Férrico, Sulfato de Magnesio y -~
Acido ciclohexilsulfamico):

El principio de easta prueba consiete en la reacclén de los
ifones ferrkicos con el Acido fenllpirxGvico, dando una coloracién
de grie-verde. Loe iones de magnesio ayudan a disminuir la inter-
ferencia de loa foafatos urinarios y el Acido ciclohexilsulfamico

proporciona el medio &cido para la reaccién. (32)

2) Cloruro Férrico |[Liquido): Esta prueba tiene el miemo
principio de la tira reactiva Phenistix, pero la diferencla
radica en la presentacién del reactivo de cloruro férrico
{1iquida).

En esta técnica es preparado al 108 en agua destilada (No en
medio &cido)} lo cual propicia, que la reaccién se de con una
amplia variedad de compuestos, que desarrollan diversos colores,
con 1o que mse debe tener precaucién para la determinacién de un
diagnéstico. (Tabla # 3 y 4) (32)
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Sustancia

Color Producido

Ac. fenilpiruvico
Ac. P-hidroxifenilpiruvico

Ac. howogentisico

Ac.Inidaxol piruvico

Ac. xanturenico
Bilirrubina

Melanins

Ac. vanilico

Ac. acetoacetico

Ac. piruvico

Salicilatos

Fenotiazinas

Derivados delfencl
Antipirinas

Cianatos

Verde -Azul
Verde
Azul o verde
Verde o Azul
Verde intenso
Verde-Azul
Pracipitado verde
Rojo-malva
Rojo- casta
Amarillo oro intenso
Purpura astable
Purpura
Violeta
Rojo
Rojo

Tabla #3.- Sustancias que reaccionan a la prueba de cloruro

ferrico.(32)




Enfermedad . . (Cloruro Perrico

{(FuCl3)
Fenilcetonuria ! Verde
Tirosinuria Verde

{Desaparece rapidamente)

Galactosemia ) Varde
Histidinemia Oliva
Leucinosis Oris Verdoso
Hiperglicinemia Verde
Alcaptonuria Azul- Verde

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

ferrico. (32)

3) Prueba de Guthrie (Inhibicién microbiologica del Bacillus
subtillis): Esta prueba de inhibicién microbiana se basa en la
propiedad, que tiene la a-Tienilalanina, para inhibir el crecl-
miento del Bacillue subtillis, cuando hay elevadas cantidades de
fenilalanina en sangre, la inhiblicién del microorganismo permite
detectar la hiperfenilalaninemia tipo I (Fenilcetonuris clisica).

Esta prueba es semicuantitativa y solo puede aplicarse a un
solo aminodcido, que es la fenilalanina, que por su sencillez y
eppecificidad es el método maamivo neonatal de eleccién en muchos
paisas a nivel hospitalario para la deteccién de 1la
fenilcetonuria la prueba es axacta dentro del intervalo de

20-400 mg/l de fenilalanina.(42)
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Pruebas Cuantitativas

1) EBspectrofotométrica: Reclentemente se han desarrcllado
métodos especificos y sensibles, que permiten la deteccién de
fenilalanina en plasms, esta prueba se basa en la cinética
enzim&tica de la fenilalanina amonlaco ljiasa de levadura, que
cataliza 1a conversién de L-fenilalanina a el &cldo
transcinamico, que ae mide a 290nm donde la concentracién de
&cido transcinamico e8 proporcional =& la concentracidn de

fenilalanina en la muestra.(19)

2) Fluorométrica: El método de MKcCaman y Robins, es preferido
como prueba de rutina para la determinacién de fenilalanina, por

su simplicidad, sensibilidad y bajo coste, el procedimlento esta

basado en el aumento de fluor ia pr ido d la
fenilalanina se ccndensa con ninhidrina en presencia del peptido
L~leucll-L-alanina el pH de la reaccién es de 5.9 y el compueato
fluoraacente se estabiliza con tartrato de cobre.lLa longitud de
onda de absorcifén es de 365-390 nm y la longitud de onda de
emisién es da  489-515 nm, 1a exactitud de la técnica es de hasta
Smg/l de fenilalanina en suero o plasma. (19)

3) Cromatogri&fica: Las técnicas cromatogréficas ofrecen una
excelente combinacién de la rapidez, especificidad y sensibilidad
para la deteccién de aminoicldos, actualmente existen 2 métodos

de cromatografia de alta resclucién.{42)

a) Cromatograffa Liquida de Alta Resoluci6n{CLAR} de intercambio
ionico es el método mas confiable para la medicién de
fenilalanina ya que se emplea un analizador automatizado de
aminoficidos , donde se emplea upa columna catifnica simpla de
Pietz y Morris, que contiene resinas de poliestireno sulfonado
(Dowex=-50) que tiene afinidad por la porcién catisSnica y no
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iénica del aminoccido, que son eluidos con amortiguador de
diferente pH y fuerza i6nica.El eluyente se mezcla con ninhidrina

y se calienta a 10000, produclendo una coloracién azul, el cual

se mide P a 270 nm y se grhfica
automaticamente. (42)

b) Cromatograffa de gases, se emplea en mezclas fisiologicas y se
basa en la separacién de amino&cidos, gque forman esteres
alquilicos de aminodcidos al reaccionar con el aceto nitrilo y el
anhidrido trifluoroacetico, seguida de wuna filtracién con
diazometano la deteccién del derlvade obtenido se realiza por
dlonizacién de llama o Espectrofotometrfa de masas con contxol
ionico selectivo.Ambos métodos son tan sensibles, que logran
- detectar una nanomol{mwl) de aminoicidos (En nuestro caso de
Yenilalanina), en orina, suero, plasma, liquido cefalorraquideo,
etc,.., pero no permiten ser utilizados para estudios masivos de
diagnéstico, por su prolongado tiempo en cada prueba, su elevado

costo y la complejidad del equipo.(42)

4) Electroforetica: En esta técnica #e emplea papel whatman 3,
que permite una eficlente separacién de amino&cidos en un lapso
méximo de 2 hr, en suero desproteinlizado con etanocl, en la cual
#e emplea un amortiguador de &cido formicc/Acido acatice a pH da
2, con un potencial de hasta 2 Kvolts, para la tincién de las
bandas se utiliza ninhidrina y 1la identificacién de los
amino&cidos es individual mediante la comparacién con sustanclas
marcadas de referencia, que se aplican en el mismo corrimisente

electroforetico. (42)

1) Reacclionee en Cadena de la Polimerasa(R.P.C.): Esta técnica de

diagnéstico noa permite rep ir en el 1 io cantidades

elavadas de un segmento del gen, que se desea analizar ya que se

encuentra en bajas cantidades en el material c¢linico.

22



Se realiza an 3 ciclos, cada ciclo consta de 3 pascs @
I) Despaturalizacién: Es la separacién de las 2 cadaenas de ADN.

11) Apareamiento: Se realiza la unién de las cadenas con

oligonucleétidos sinteticos espacificos.

11I) Extensién: Sintesis de las nuevas cadenas de ADN

complementarias a las originales.

Esta prueba logra amplificar de 106-—107 el gen de interes y -
posteriormente, se hace el anflisls con enzimas de restriccién
y/o- hibridaclones con sondas no radiactivas, con el £in de
identificar la identidad del gen amplificado.(5)

3.~ENZIMA FENILALANINA HIDROXILASA.

3.1.Descubrimiento de los Componentes del Sistema EnzimAtico.

La demostracién y comprensién de la conversién enzimética de
1a Zenilalanina a tirosina, fue logrado con el descubrimiento de
cada uno de los componentes del sistema enzimitico, en donde

participa la enzima fenllalanina hidroxilasa.

Uno de los primeros componentes es el NADPH, gue cataliza la
reaccién en presencia de una coenzima natural, la THB como un
segundo componentae, el requerimiento de un donador de electrones
en la reaccién, fue demostrado por la presencia de oxigenc mole-
cular, que en cantldades estequiometricas con el NADPH, es consu-

mido en la reaccién de hidroxilacién.

Lo anterior lleva a la conclusifn, de que la fenllalanlina
hidroxilasa, es una reaccién de oxidacién y gque conjuntamente
existe una regeneracién del NADPH al tomar glucosa deshidrogenasa
¥ glucosa del sistema cubriendo as) las necesidades de NADPH re-

queridas para la reaccién.{1)
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L]
peso molecular, el dimerc se disocia en monémero al aumentar la

temperatura de 0 a 30 °c, de aqui la importancia de 1la
temperatura en la reaccién, se ha observado que la temperatura
optima de trabajo de la enzima es de 25 a 27 uc {temperatura
ambiente), evitandose asi la inactivacién de &sta.(43)

Otro de los factoree Iimportantes en la reaccién de
hidroxilacién es el valor de pH en el sistema ya que este nos da

las especies reacci .Las raciones de los componentes

son de Micromoles(umol), por lo general en trabajos de
reacciones enzimaticas se toma como referencla los valores o
concentraciones fimjologicas, por lo que las concentraclones
Optimas de reaccién, son para fenllalanina 2.0 pmoles, NADH 0.25
umoles, Buffer pH de 7.9, glucosa Yy Gglucosa deshidrogenasa,
glucosa en exceso, observando tamblen que la enzima es
metaloenzima, que requieres la presencia de Fe(Flerro), para que

sea completa su reaccién (44)
3.4.Mecanismo de Accién.
Estudios cinéticos realizados, scbre 1a conversién de

fenilalanina a tirosina concluyen, que es un complejo sistema que

envuelve a fenilalanina, oxigeno, la enzima y THB, que sigue un

mecanismo ial en ag i6n de los del sistema

de hidroxilacién.{44)
3.5.Procesos de regulacién de la Enzima Fenilalanina Hidroxilaea.
3.5.1.Regulacién in vitro.

La fenilalanina hidroxilasa purificada de higado de rata,
puede ser activada con HqZ: ATP, proteincinasa y AMPc en una
proporcién de 2.5 a 3 veces.Se ha vieto que cuando la enzima es
activada en presencia de THB (Tetrahidroblopterina), su cofactor

natural y fosfolipidos (Lisolecitina) incrementan su actividad



3.2.Clasiflcacién de Acuerdo a 1a IUB ( International Union of -
Biochemistry).

La clasificacién generalmente ptada, es la pl da por la
Unién Internacional de Bloquimica(IUB) (55), que ha establecido

una eerie de reglas y tomaremce como ejemplo & la enzima
fenilalanina hidroxilasa, que es el punto principal da este
estudio:

*NOMBRE COMUN: Fenilalanina Hidroxilasa
*NOMBRE CIENTIFICO: fenilalanina-4-moncoxigenasa.
SCLASIFICACION IUB: Bc.{1.14.16.1)

El nGmero de clasificacién se basa en lo siguiente:

- La primer cifra {1), corresponde a la clase de las Oxido ~
Raductasas.

- la segunda cifra {14), es porque representa a la subclase de
las Oxido - Reductasas que utilizan a la coenzima NN)H,' como un
sistema trasportador de electrones.

- La tercer cifra {16), porque a 1la b bclage de

las Oxido - Reductasas, que utilizan pteridinas (Tetrahidropte-
ridinas) come un donador, para la incorporacién de un atomo de
oxigeno.

- La cuarta cifra (1), ee le asigna debido a que es la primer
enzima de la sub-subclase de las Oxido - Reductasas.(55)

3.3.Propiedades Fleicas y Quimicas de 1la Fenilalanina
Hidroxilasa.

La fenilalanina hidroxilasa obtenida de hfgado de rata es de
un BS a 95% pura, estudios fisicos indican gue la enzima existe
en multiples formas, que difieren en peso molecular, carga y
valor de Km, un monémero de 51,000 D -~ 55,000 D de peso
molecular, un dimero de 110,000 D y un tetramero de 210,000 D de
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de 30 a 50 veces su velocidad mixima.El aumento de la actividad
en la enzima por la proteincinasa es proporcional a la cantidad
de enzima agregada, ein embarge el miximo de activacién es
independiente de &ata.(43,44)

La activacién de la fenilalanina hidroxilasa tambien es por
medio de ATP (Adencein trifosfato), AMPc (Adenosin Monofosfato

Ciclico)}, eln eludir claro esta su cofactor natural THB. (43}

3.5.2.Procesos de regulacién in vivo.

e ha demostrado que la actividad catalitica de 1la
fenilalanina hidroxilasa({ in vivo), puede ser modificada por la
adicién de lisolecitina y de quimotripsina a higado de rata, la
reaccién que se observa es una curva de paturacidén sigmolidal,
ambos activadores o reguladores aumentan a un méximo la
velocidad y disminuyen el doble da la Km en la reaccién de
hidroxilacién.

Se sugiere que el papel que juegan la 1lisolecitina y la
quimotripsina in vivo es regular la actividad durante dafio al
higado con esto la actividad especifica de fenlilalanina
hidroxilasa decrece con el aumento de la quimotripeina,
inhibiendosa. (44)
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CAPITULO Il: METODOLOGIA.

a) Obtencién de la enzima fenilalanina hldroxilasa a partir de

higado de ¢ P que se d en la Fig.# 8.

Higado de carnaro en’ == " Macerar 500g de higsdo == Agregar &l sobrenadanie

puitar Tris-Hcl pH +7.2 trio’ “an buifer Tris-Hel pH =72 frio - -+ - acldo acetico
Agregar al sedimento ¢ primara enua:l'on * Elminar materisl
butler de foslatas pH 7.2 con stanol graso del sobrenadante

segunda extraccion ——p OiBOIVOr ol S00IMEnto ., ~Conserverla solucion
con sultato ds smonio en butter Tris-Hel en irio de 0-4°C.

1Diagrama propuesto por Ios sustentantes

Fig. #8.-Obtencion de Extracto Parcial Purificado
de Higado de Carnero.{49.51)
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b) Metodologfa general para la determinaclién de las condiciones
de ensayo de la cinética de la fenllalanina hidroxilaea de
extracto de higado de carnero, en la Fig.# 9.

BUFFER DE FOSFATOS NADHroo GLUGOSA- 6 -P
CepHeT DESHIDROGENASA
BABAMETROS
A)Concentracion
de sustralo
FENILALANINA  demmsemms LISOLECITINA
BlpH
C)Cancentracion .
de Extracto .
‘DiTiempo : : EXTRAGTO PARCIAL
e h PURIFICADO

E)Temperatura

; SISTEMA PARA CINETIC/ENZIMATICA.{49.62.59)

' "Disgrama propuesia Por los sustenlantes
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-Esta metodologfa se considera general, debido a que en cada
parfmetre se mantienen los mismos componentes del sistema es

decir, que unicamente se fue varfando el par&metro a determinar

{Concentracién de sustrato, ph, i6n de tiempo

Y temperatura).lLos datos obtenidos de a a
la medicién en la variacién de la reduccidén del NAD (Coenzima
utilizada por la enzima fenilalanina hidroxilasa), que absorbe a
una longitud de 340 nm previamente determinada por una curva de

barrido.{23)

1).~ Para la determinacién de la concentracién optima de sustrato
se manejaron las siguientes concentraciones : 0.5, 1, 1.5, 2, «
2., 3, 3.5, 4, 4.5, 5, s.5, 6, 6.5 7, 7.5, 8 mM de

fenilalanina.

Con las siguientes condiciones.
~Tiempo de incubacién = 20 min.
-Tem:)orl:ura- 27“(:.

~Conc. de extracto= 47.92 mg/ml.

=Volumen de extracto= 1lml.

NOTA.~ El intervalo de la concentracién de fenilalanina se eligio
en base a que a mayores concentraciones la actividad de la enzima
#e inhibe totalmente, efecto no deseado.{43,44,49)

2).~ En la determinacién de pH se manejaron las siguientes

condicionea:

pH = 6, 6.5, 7, 7.5, 8, B.5, 9.
~(fenilalanina) = 1.5 mM,
-Tiempo de incubacién = 20 min.
~Temperatura = 27 uc

-Conc. de extracto = 47.92mg/ml.

-Vol.extracto = 1ml.
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3).~Enla inacién para la acién de extracto

6ptimo; se realizar“n diluciones de extractc en orden de menor a-
la mayor concentracién, que son las siguientes:0.95, 2, 39, 5.32,
7.98, 11.98, 15.97, 23.96, 30, 35, 40, 47.92 mg de proteina.

Bajo las mismas condiciones de trabajo:

~-Conc. de fenilalanina = 1.5mM.
~Tlempo de incubacién = 20 min.
~Temperatura = 21%¢ .

-Vol. de extracto = imi,

4).~La determinacién del tiempo Sptimo de reaccién, se realizo
trabajando los sigulentes tiempoa: O, 5, 10, 185, 25, 35, 45, S5
min.

~-Conc. de fenilalanina = 1,5mM.

~Temperatura = 27°c.

-Vol.de extracte = 1lml.

5).-Para determinar la temperatura optima de trabajo de la enzima
se analizaron diferentes valoras de temperatura, 10, 15, 20, 22,
25, 27.5, 30, 35, 40, 42.%8 nc, observande el comportamiento de

cada sistema.
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CAPITULO 1IX: RESULTADOS.

CONCENTRACION DE PROTEINA EN EL EXTRACTO PARCIALMENTE PURIFICADO
CON SULFATO DE AMONIO.

La concentracién de proteina encontrada en el extracto da
higado de carnerc s determino por el métode de Lowry,

interpolando en una curva de calibracién.(Tabla # 5)(43,44,47)

PURIPICACION VOLUMEN PROTEINA CONC.DE PROTEINA
(ml) (mg) (mg/ml)
Extracto 1500 46.030 30.68
Fracclén de 250 10.879 43,58
etanol
Praccién de 50 2.396 47.92
{NHé ) s02

Tabla # 5.-Determinacién de la concentracién de proteina en el

extracto parcial purificado por el método de Lowry.

En el presente estudio se muestran las condiciones de reacclén
de la enzima fenilalanina hidroxilasa(In vitro), de acuerdo a
nuestras condiciones de trabajo, con el objeto de llegar a las
condicionea finales de la reacci6én, como un prospactc para
proponer una técnica de diagn6stico r&pida, econémica y con un
grado de confiabilidad en los ‘resultados.

Los datos obtenidos en la determinacién en cada unc de los
parimetros invelucrados en la reaccién enzimitica(Concentracién
de sustrato (8], pH, concentracién de axtracto (Ext), tiempo y -
temperatura son de Absorbancia(Abs).
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO

La forma para d inar la aclén  optima de

pustrato(fenilalanina), se realizo midiendo el procesc 5 veces

para cada concentracién. (Tabla # 6).

[tenilalanina]| . a1 Az a3 A As
[ 0 0" 0 [} [}

0.5 4 fo22s, 10,232 0.232

1.0 0. 0.322
5 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 # 6.-Lecturas dae absorbancla para cada concentracién de

fenilalanina en las condiciones de ensayo.
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En la Tabla #7 ee el dio del total de
las lecturas de (Abs) obtenidas:

[fenilalanina]md | Abs(x) ‘tfenilalanina)m¥ | Abs({x)
[} .0 Y80 0.366
7845 0.375

0.5
1.0 5.0 0.383
S s sis 0.392
2.0 BN 0.394
2,5 (6.5 0.396
S3i0000 7.0 0.396
S3.8 7.5 0.396
. Tabla # 7.Efi de la i6n de sustrato vs Absorbancia

{Lecturas promedio).

-Analisis Estadistico.

X = 0.358 , n-1 = 0.044.

Error Estandar (E.S.) = 0,011,

Coeficlente de Variacion (C.V.) = 12.35%
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La grifica # 1 correspondlente a los datos anteriores es 3

o Graflca # 1
Absorbancia Ineticg Enzimatica : [fenl) ] vs Absorbancia.

[+X]
0.4}
. PH = 7.6
0.3F . VolExt=1ml
2 Temp. = 27°0C
Tlempo = 20 min

0.2} {Ext] « 47.92 mg/mi
0,1

° L L . L . . . L L

Q 1 "2 3 4 ] T -3 9 0
[ Nota : Condicionss Iniciaies. | [Fenilalanina] mg/mi
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EFECTO DEL pH

Uno de los parémetros determinantes en la cinética enzimbtica
es la influencia del pH del medio de reaccién, que
experimentalmente nos dio los siguientes resultades (Tabla # 8).

PH Aba.
6.0 0.336
6.5 0.340
7.0 0.341
7.8 0.414
8.0 0.341
8.5 0.345
9.0 0.349

Tabla # 8.-Efecto de pH ve Absorbancia.

Estos resultados se representan en la gréfica # 2 i

Qrafica # 2
Absorbancia Clnetica Enzimatioa : pH vs_Absorbancia
Temp.= 27°C
VolExt.e 1 ml
046} " Tlempo = 20 min
[Ext) = 47.92 mg/mi
(fenttalaning] » 1.6 mM
o
0,36
0.3 . L ' L
& ] 7 8 ° oH'®
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE EXTRACTO

La concentracién de extracte [Ext] optima en donde se lleva a
cabo 1a m&xima actividad de la enzima fenilalanina hidroxilasa, -
ae obtuvo de los siguientes resultados:(Tabla # 9)

[Ext Jmg/ml Abs. (Ext)mg/ml Abs.
0.95 0.097 15.97 0.182
2,39 0.097 23.96 0.250
5.32 0.097 30,00 0.280
7.98 0.099 35.00 0,320
9.58 0.100 40.00 0,330
11.98 0.13% 47.92 0.340
Tabla # 9.-Ef de la acién de extracto ve Absorbancia.

La gréfica # 3 obtenida es la sigulente:

Graflca # 3
o Absarbancia Cinetica Enzimatica : Conc.Extracto veAbsorbancl
0,30
0,3
0,26

OH = 7.6

Tamp.= 27°C
02 Yal.Ext.s 1 mi
Tiempo = 20 min
0.15 {tenitalanina) « 1.6 mM
0.1 [
005
0 i L L L .

0 10 e 20 30 40 80
. . {Ext] mg/ml
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EFECTO DEL TIEMPO

Bl tiempo 6ptimo para nuestra cinética de reaccién,

fue

determinade utilizando un rango de 0-55 minutas, obteniendose la

siguiente tabla #10:

Tiempo (min)

Tiempo(min)

Abs .

]

O eN e e e N e

-
iR

11

.0.18

0.19
0.20
0.22
0.22
.22

.0.21

0.23

Tabla ﬂb.-, Efacto del 'ﬂcmpo ve Absorbancia.
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La gré&fica # 4 que correeponde a estos datos esi

Grafica # 4 I
Absorbancia Cinatlca Enzimatica : Tlempo vs Absorbancia |
0,45 pPH=1786
Tomp.» 27°C
041 Val.Ext.= 1 mi
[Ext) = 47.02 mg/mi
0,36 [tenliglanina) » 1.6 mg/m!
03
0268
__/
02}
0,18
ot
0.06}
[+ 1 1 1 1 . 1 1 I3 1 1 1 1
] 6 10 15 20 28 .30 35 40 456 680 88 60
Tlampa (min}
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EFECTO DE LA TEMPERATURA

Para determinar la temperatura optima de reaccisn, se trabajo
en un rango de temperatura de 10-45 “c, los datos obtenidos pe
encuentran en la tabla siguiente: (Tabla # 11)

Temperlcun(om Abs.
10 o 0.01
15,501 0.028

200 0 0063

22,8 10.125

“oashl L 0u1m0

27,50 0.280

3000 . 0.280

35 0.260

Eieigeent 0.270
a5, 0.270

Tabla # 11.-Ef de 3= ra vs Absorb ia
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Y la gréfica # 5 es la representativa de esta variable :

Graflca # 6
Cinatioa Enzimatica : Temperatura vs Absorbancla.

03r
Absarbancia

0,26 pH v 7.6
Val.Ext.= 1 mi
Tlampa « 20 min.
0.2} (Ext) = 47,82 mg/m)
[tenliatanina)s 1.6 mMm

0,18 l
Temperatura da Transiclon « f.0ptima
0.1
0,08
° " A s

1] 10 20 30 40 80
. Temperatura’c
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Los raesultados obtenidos al realizar 1la cinética con los
parimetros Sptimos del ensayo ( {s), pH, [Ext), tiempo y -
Temparatura) que intervienen an la reaccién enzimftica, se
muestran en la tabla siguiente, en 5 determinaciones realirzadas:
(Tabla # 12)

{fenilalanina) Al Az A3 Ab AS
[} [+] [} o [} o
0.25 0.083 0.084 0.083 0.082 0.083
0.50 . 0.165 0.166 0.164 0.16% 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 # iz.Lecr.uru- de Abaorbancla para cada concentracién de
" fenilalanina en el rango da 0-1 mM.

Yy las lecturas promedio son:(Tabla # 13)

(Penilalanina) Abs. (X)
] [+]
0.25 0.083
0.50 0.16S
0.75 0.240
1.00 0.300
Tabla # 13.~ de 1la ién de tenilalanina vs -

hbsorbancia en las condiciones finales { Lecturas

promedio).
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~Analisis Estadistico.
x=0,158 , n-1=0,120.

Error Estandar { E.S8.) = 0.054,

' Coeficlente de Variacion { C.V.) = 75.90%

La’ gréfica # & corresponde a estos resultados y s la
siguiente:

Gratica # 8
Absorbancls Cinetica Enzimatica : [fenilalanina] vs Absorbancial

0,38
03
8
0.2 r bes2x10"?
m = agw08
027 . o083
pH«78
0,18 VolExt.= 1ml
Temp.» 23.8 *C

Tlempo'= 16 tnin.

0.1 [Ext] = 47.82 mg/mi

: i . s L

o
9 0.2 04 06 08 1 12

Nola : Condiclonas Flnulsu.i [fenitalaninalmM
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CAPITULO IV 3 ANALISIS DE RESULTADOS

Del anflisis de resultados con respecto a la concentracitn de
proteina presente en al extracto parcial purificado de higado de
carnero, se puede o‘bae:vu: que se tiene una concentracién maxima
de proteina de 47.92 mg/ml, que fue inada por el de
Lowry(86).En el desarrollo del estudio cingtico de una enzima es

importante el control estricto de todos los parimetros
involucrados en la reaccidn.

Para comenzar el an&lisis de los resultados obtenidos, el
primer par&metro a tratar fue la de concentracién de [sustrato] y
mediante la obtencién de la curva de [fenilalanina} vs Abs, nos
permite analizar la actividad de la enzima , en la griAfica sa
obgerva un incremento constante de la actividad aenz{mitica en
@l rango de concentraciones de 0-1.5mM, y que después a
concentraciones mayores a este rango se produce una disminucién
de la reaccién, nosotros suponemos, que este comportamiento se
debe a la saturacién de la enzima por altas concentraciones de
fenllalanina, por lo cual esta reaccién tiene un comportamiento,
de acuerdo a una cinética de Michaelis-Menten, que gréficamente

se representa como una curva hiperbolica rectangular(44).

Bl siguiente parémetro, que se determino fue el pH, que de
acuerde a lo resultados obtenidos el pH Sptimo de la cinética de
reaccién, es de 7.4 por lo cual nosotreos deducimos que el rango
de pH, donde se puede llevar a cabo la reacclén es de 6.8-7,5, en
el cual se esta contemplando que la enzima no sufra un procaso de
desnaturalizacién y asi produciendose la inactivacién de 1la
enzima, como se puede contemplar gri&ficamente en los extremos de

valores de pH &cidos y basicoe.

Con lo que respecta a la gr&fica obtenida en la determinacién
de la concentracién de extracto 6ptimo se hace notar, que a -
partir de la concentracién de 25 mg/ml, la actividad de la enzima
empleza a incrementarse en forma proporcional despu&s de este
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punto por lo tanto inferimos, que la mayor actividad de la enzima

a la i6n de 47.92 mg/ml del extracto

parcial purificado.

El factor tiempo, en la cinética de reaccién ea importante
controlarlo, para evitar un posible efacto de inhibicién, que
influya en la determinacién enzimitlica, por lo cual es necesario
darle un intervalo de tliempo adecuado a la reacciSn para que se
realize totalmente, asto Be reflere al lapso de tlempo dae
reaccién, que de acuerdo a la gr&flca obtenida este intervalo le
corrasponde como punto medio a 15 minutos, por lo que
cons lderamos, que este lapso de tiempo no es tan prolongado en

comparacién con otras determinaciones enzimaticas. (43)

La influencia que ejerce la temperatura en una cinética
enzimitica es determinante, como se puede observar en la gr&fica
de temperatura vs Abs., existe un rango de temperatura en donde
la actividad de la enzima es proporcional hasta alcanzar un punto
maedio, como me puede observar en la grifica que corresponde al
valor de 23.8°%C + la que consideramos como la temperatura optima
de reaccién, es importante aclarar que la curva obtenida difiere
bastante al de una cinética normal, donda la curva tiene la forma
de una campana y la temperatura optima corresponde al punto
miximo de la curva de reacclon{55) en nuestro caso la curva
obtenida es sinoidal, por lo tanto la temperatura optima se
encuentra en la parte media de la curva mediante el trazo de dos
lineas paralelas en el punto minimo y méximo de la curva como se
puede observar en 1la gréfica # 5 y que en la literatura se le
considera realmente como Temperatura de transicién, que se define
como la temperatura, donde se tiene 1la mixima actividad
enzimftica antes de que 1la enzima tenga un proceso de

desnaturalizacion{44).
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Después de haber realizado la interpretaciSn de cada uno de

los paré ros invol en la cinStica de fenllalanina
hidroxilasa (Concentracién de sustrato, pH , conc.de extracto, -
tiempo y temperatura), con el fin de determinar las condiciones
finales de reaccién, la relacién experimental que pone de
manifiesto en forma general la actividad de 1la enzima
fenilalanina hidroxilasa, es 1a relacién de [fenllalanina) vs

absorbancia, por lo cual podemos mencionar lo siguiente:

1) La influencia de loe parimetros de reaccién (Condiciones
finales), nos permite analizar el comportamiento de la actividad
de la enzima debido a la relacién proporcional, que existe entre
la propledad obtenida(Abs.) y la varlacién de sustrato.

2) E1l hecho de proponer el rango de concentraciones de
fenilalanina de 0-1.5 mM, se debe principalmente a que en este
intervalo de concentracicnee tenemos la etapa mas representativa
de la reaccién, es decir que de alguna manera estamos asegurando,
que la medicién de la actividad de la enzima no se esta
contemplando el estado de saturacién de la enzima o en su defecto
la inhibicién de 1la actividad por altas concentraciones de
sustrato y gridficamente hablando noe referimos a la inclinacién

de la curva hiperbolica en la relacién de [s) vs Absorbancia.

3) A téner una relacién proporcional o lineal entre las
variables antes rﬁsnckonadas, nos permite llevar a cabo el cllculo

de los parfmetros cinéticos mediante el uso de los modelos

icos P teéri ¥ que nos dan otro punto de
vista que complementa la parte experimental de a cinética
enzimbtica, por ejemplo la velocidad inicial(Vi), orden de

reaccién, velocidad mixima (Vm&x), velocidad media(Vi/2), etc...
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VELOCIDADES INICIALES

La velocidad iniclal (Vvi), pe define como la cantidad de
producto formado en la reaccién por un lapso de tiempo
determinado, en nuestro caso la velocidad inicial la definimos
como: La relacion de la variacion de la concentracion de
sustrato (fenilalanina) en funcion de la absorbancia en relacion

al consumo de cofactor NADH por unidad de tiempo(optimo).(S1)

CALCULO DE LAS VELOCIDADES INICIALES DE LA CINETICA DE LA
FENILALANINA HIDROXILASA

Bl cilculo de las velocidades iniciales (Vi) se calcularon a
partir de la divisi6én de la Absorbancia obtenida entre el
tiempo de reacciébn final, estos resultados son reportados en la

siguiente tabla:(47)

< [fenilalanina]mM Vi(min™)

Tabla # ' 14.-Velocidade Léiqlnlau

1a cinética’de 1a
fenilalanina hidroxilasa. AR
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y en la gréfica #7 tenemos lo siguiente:

0,028

0,02

0,015

0,01

0,005

I Gra[lca #7 ‘I
Cinstica Enzimatioa : [fenilalanina) vs Valooldad Inigla

-1
I— Velocload inicial {min )

Linga)
pe1gax10 "
} me 0020
re=0998 pH=75
Vol.Ext.e 1m!

Temp.= 208°C
Tiampo = 15 min.
[Ext] = 47.92 mg/mi
[tenllalanina] = 0-1 mM

! 2 L L 3. '

0 02 04 0.6 08 1 12

[tenttalanina} mm
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La determinacién de 1las velocidades iniclales, permite
analizar grédficamente el comportamiento de la actividad de la
enzima durante el trascurso de la reacci6n en relacién con el
eustrato, como se puede observar en la gréfica (S} - vi, 1la
linealidad indica como la velocidad es proporcional al aumento en
la concentraclén de fenilalanina es decir que, ningun otro factor
diferente a la concentracién de sustrato (S), limita la velocidad
dentro del intervalo de 0 - 1 mM de fenilalanina, pero deespués
de este intervalo la cantidad de enzima disponible en la muestra
de reaccifn, es el factor limitante porque el sustrato ha
saturado el proceso enzimltico, por lo que apenas as poaible
aumentar mas la velocidad, a este punto se le conoce como la

Vmix. de la reaccion. (17}

La velocidad méxima (Vmix), se define como el map alto valor

de la velocidad, que puede obt ge i ando la

cién de sustrato, de acuerdo a la ecuacién de Michaelis-Menten
(55) 1

V = Vméx . [S)/Km + (5)
donde:

V = Vel.inicial.

Vmx = Vel.méxima.

Km = Constante de Michaelis.

[S) = concentracién de sustrato.

En donde los valores de estas tant se inan de 2

formaae:
3).~ Graficamente interpolando los puntes correspondientes de
Vmax, Vmedia mAxima y Xm en la gr&fica de [S] vs V inicial.

2).- Mediante la relacién reciproca (inversma) de la ecuacién de

Michaelis~Menten. (19,59,77)
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=-Con lo que respecta al incisc 1) tenemos, que el valor de Vmlx
es interpolando en la grifica, el valor mas elevado y la Km es la
mitad de la velocidad Vmix, pero surge un inconveniente por el
cual este método grafico no es el mas recomendable para la
determinacién de las constantes, 8i analizamos la gréfica
(fenilalanina) vs Abs.; el comportamiento grafico es al de una
curva hiperbolica rectangular, por lo tanto si se calculara las
constantes mediante la interpolacién en la curva implicaria un
elavado error, debido a que los valores obtenidos no son repre-
sentativoe de la cinética, es decir conforme se va llegando a la
asintota de la curva (Inclinacion), no es preciso determinar
exactamente la concentracién real de sustrato, que corresponde a

la Vm&x, conforme se va acercando a la estabilidad de la curva,

~-En el inciso 2), lo que se propone es precisamente un método de
linealizacién, gque permite calcular lo mas exacto posible el
valor de la Vméx., V(1/2)media y Km.

Uno de los métodos, es la repraesentacién del inverso de la
ecuacién de Michaelis-Menten, a la cual se le denomina como

rep acién de Li ver -Burk, que @e expresa de la

siguiente manera:(17)

1/v = ( Km/Vmax) . (1/[S]) + 1/VmSx.

como una transformacidén lineal, si lo P amos de

a la ecuacién general de la recta, Y = mx + b entonces:(19)
y=1/v xm=1/(S}] m=Kn/vmix b = 1/Vmix.

y los datos obtenidos a partir de 1la relaci6n 1/(S) vs 1/Vi, -

se representan en la tabla siguientes:
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1/1s)

i

= = N & O
™)

o
181.81
90.90
62,50
50.00

Tabla # 15.-Relacién reciproca de la ecuacién de Michaelis-Menten.

Yy su representacitén es la gra&fica # B:

Grafica # 8
Cinetica Enzimatica : 1/Vel.iniciel vs 1/[fenilslaninal

200 =7
¥V {min )

160

50

8_Lipagl
be2.01
m = 45.08
re0.8009

I -

4 [
1/[fenilatanina) mM
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es decir:

b = 1/Vnhx ==memcewe Vmfx = 1/b =.1/2,378 = 0,4205 min.'.

Kn = (m) " (Vhx) 7= (44,9707 ) {0, 42085 min’ )
Ko = 18,9 m¥-lmint! o L

' ponde .1a" Km, ie,ae!Lﬁe como la concentracién de sustrato, que
perml.c‘c alcanzar la mitad de la velocidad méxima, por lo tanto es

‘'la constante, que permite calcular la actividad enzim&tica.(17)
DETERMINACION DEL ORDEN DE REACCION

Para conocer el orden de reacci6n de la enzima fenilalanina
hidroxilasa a nuestrae condiciones de trabajo, se determino por
el método de velocidades Ainiclales, mediante la relacién de
1n {fenilalanina} vs ln de la velocidad inicial(Vi), obteniendose
1a Tabla # 16.(43)

1n [fenilalanina) 1in Vi
=-1.38 =5.2
-0.68 «4.5
=-0.28 -4.13

‘o : -3.91

 Tabla # 16.~Determinacién del orden de reaccion.
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Y 8@ repreaenta en la grafica # 9:

Grafica # 9
Orden de Reaccion : In [lenilalanina] vs In Vel.Inicial.
=15 06 e 0
In (fenitalanina) mM
8 _Lingal - -1
©+-a88

m 00426
r 09960 - -2
LNoll: Cinatica de Primer Orden l - -3,
- -4
. - -6
- -8
In Velogidad Iniclal (min ) I- -g
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Para la determinacién del orden de reaccién, que se define de
acuerdo a la -ecuacién de la velocidad como un modelo mitematico
de la cin&ética de la reaccién, que tiene valores enteros de

1,2,3, que nos permite evaluar la relacién que existe entre la

velocidad de reaccién y la acion de s @an

la actividad enzimitica, por lo cual la determinacién del orden
de reaccién se cdlculo mediante el método de velocidades
iniciales (38), que toma en cuenta los resultados de velocidades
iniclales y la concentracién de fenilalanina, que sacando ln a -
ambos paradmatros, nos permitio determinar el orden de reaccién y

que debe cumplir clertas caracteristicas:
a).~ La relacién gr&fica debe ser lineal.
b).- Con una pendiente positiva.

Por lo tanto nuestra reaccl6n corresponde a una cinética de
primer orden, como se puede deducir de la gr&fica y conforme a
loe puntos antes mencionadoe.

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA FENILALANINA HIDROXILASA

Para el calcul~ de la actividad enzimStica de la fenilalanina

hidroxilasa, se tomo como base el valor de Xm obtenido a partir

de la reciproca de la ecuacién de Michaelis - Menten. (55)

La actividad enzimftica se puede reportar de 2 maneras:
(43,44,45)

1}.~ Unidades Internacionales(UI).

Ul = { Km) ('103); { VF) "/ EWADH) (L) (Vm)




Kn = Valor de cte. de Wichastise= 18.90 mwot | 'min'
103 = factor de conversionde mol o m}(. s
Vt = Volunen total del sistems »2.3 al

ENADN = Coaficlents de - ebsortividad
reportado de 6.3 ( meot™ :

Cmolar - del. NADH a  340m, =
Ly R ;
w ),
\ = Paso gel haz de luz de (a celds lem,

Vn = Volimen ds wuestrs ¥ 1 ml

Uz = 6929.20 pmol/min/47,92mg/m.

144.590/L/mg de proteina de
extracto parcial puti{{‘qhd s

144.59U/L/mg/ml -de -extracto . parcial purificado de higads de
carnaro, a pR =7.4,.y 23.8 °¢ en 15 min.
2).~ Por nanokatalen:,‘
81 1 UI equivale . 16,67 nkat, mediante un factor de conversions
1UI~~memmemman=16. 6T0KAL
6929.20 YI==rrre=w=mns X & 115509.79nkat
Actividad de la fanilalanina hidroxilasa = 115509.7&nkat
47.92mg/mL
Actividad de la fenilalanina hidroxilasa = 2410.47 nkat/mg de

extracto de proteina parcial purificado.

2410.47 nkat/mg de proteina de extracto parcial purificado de
higado de carnero, a pH =7.4, y 23.8 Dc an 15 min.
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ANALISIS HIPOTETICO DE LA GRAFICA [fenilalanina ] vs[NADH)

Después de haber analizado la relacién [fenilalanina)] va Abs.
para determinar la cinética enzimitica de la
hidroxilasa nos demuestra,

fenilalanina
que importancia tiene la coenzima
NADH, debido a que la Absorbancia obtenida esta en funcién del
NADH utilizado por la enzima durante la reaccion. (73}

Por lo cual consideramos importante demostrar, que relacién
existe entre la propiadad y el NADH utilizado por la enzima.

Para explicar esta cuestién se propone un modelc matemtico, =~
que permita demoetrar desde un punto de vista hipotético, como se
lleva a cabo esta relacién y que es el siguiente:

P = £ [x}eess (1) donde:
P: Propiedad medida.
§£: Coeficlente de Absortividad Molar.
pePaso del haz de luz de la celda.

(x): C i&n de ia sust ia a medir.
A = §tt (fenilalanina)....(2)

A : Absorbancia total del sistama.
§1: Coeficiente de Absortividad Holar.

{ : Paso del haz de luz de la celda.
(fenilalanina) : Conc.de fenilalanina.

8i A = A¢ + Ar....{(3), donde:
A¢ = Abs. de fenilalanina.
Ar = Abs.de tirosina(Al ser tan baja ae

considera despreclable).

Entonces : A¢ = fil{fenilalanina) - {21[NAD)....(4)

RAD) = Se reflere 5 la especie de la

coenzima en su estado
reducido,

donde tenemos que: ANAD = E2L[NAD]..«.(5)
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deapejando £2 de ec.(5)t
£2 = RNAD/L[NAD]....(8)
sustituyendo (6) en (4):
A¢ = Fil(fenilalanina} - [NAD)AXAD/I[NAD]

eliminando terminos, Is1 :
Ad = fil{fenilalanina] = ANAD....(7)
despejando AND:
ANAD= - tll[fenilalanina) ~ Ad ....(8)
Se procade a calcular ANAD, para cada (fenllalanina] obte
niendose la siguiente tabla de resultados:

[fenilalanina)ms Awaox 107
o )
0.25 -a.75
0.50 -9.5
0.75 -6.75
1.00 1.00

Tabla # 17.-Relacién hipotetica de la concentracién de
. fenilalanina vs AN ( Absorbancia que
corresponde al NAD reducido con respecto a
la fenilalaninaj).

SLA=RA‘G = Ap + ANMD....(9)
donde A‘¢ : Absorbancia t'ul, que corresponde a la
(fenilalanina), que se transforma a Tirosina, por lo tanto

se calcula la A’'¢, para cada valor de AN, obteniendose

la siguiente tabla de resultados:
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(fenilalaninalmu’ | anaox 107 {TAte |

Tl e

-4.75 0] 0,077
' ~9.5 0.155
“~6.75 0.233
" 1.00 0.311

Tabla # 18.-Relacién hipotetica de fenilalanina vs A‘¢
{Absorbancia real de la tranasformacibén de fenilalanina a
tirosina).

entonces si {1 s {2, la ec.(10), queda expresada da la
sigulente manera:

Ad = {1l (fenilalanina] - Eil (NAD)....{10)

donde {1 = 0.311 y | = 1,

(valor corresp al de a de la grafica
[fenilalanina) vs Abs,).

de la ec.(10) despejamoe la [NAD]:
(NAD) = fi{fenilalanina)] - A'¢ / §ll....{11)
reordenando terminoss

{NAD] = Z1t {fenilalanina] - A'¢
&L £t

eliminando terminos:
[NAP] =[fonilalanina) = A‘¢ ....{12)"
10
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80 procede a calcular la [NAD] para cada valor de {fenilalanina]
obteniendose la smiguiente tabla de resultados y su gri&fica
correspondiente es: (Tabla # 19) grfica # 10)

[ fenilalanina}my (NAD)x 107Fmm

0.25
0.50
0.75
1.00

Tabla # 19.~Relacién hipotetica de la concentracién de
fenilalanina ve la concentracibn de NRD.

58



y la grdfica # 10 es:

-4 Grafloa # 10 .
[NAD) mM x 10 Clnetlca Enzimatica : [{enllalanina]} va (NAD]
26
20r
18
10
st {NADJ* = Sa ratiare a la reduccion da la
coenzima NADH.
0 s . : s
0 0,2 0.4 08 08 1 12

[tenitalanina}nM

Analizando el comportamlento de la gr&fica obtenida tenomos
que la relacién de {fenilalanina) ve [NAD) es proporcional,lo que
significa que 1la propledad obtenida, es equimolar con la
concentracién de fenilalanina y por lo tanto es proporcional a la

actividad de la enzima con respectc al NADH utilizado.
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CONCLUSIONES

-En el presente estudio, se llevo a cabo la cinética enzimitica
de la enzima fenilalanina hidroxilasa {1.14.16.1], determinandose
las condiciones finales del métodoc de ensayo

CONCENTRACION DE PENILALANINA = 0 - 1.5 mM.

PH = 7.4

CONCENTRACION DE EXTRACTO = 47.92 mg/ml.

VOLUMEN DE EXTRACTO = 1 ml.

TIEMPO = 15 minutos.

*

»

*

»

TEMPERAURA = 23.8 ’c (Aprox. 24%).

Los resultados obtenidos correspondientes a este punto,
permiten, que la técnica experimental se desarrolle adecuadamente

a las condiciones de laboratorio.

-El orden de reaccién de 1la cinética de la fenilalanina
hidroxilasa en base a 1os resultados obtenidos, es una cinética

de reaccién de primer orden.

~La relaclén (fanilalanina) vse Abs., presenta un comportamiento
grafico de acuerdo a la de una cinética de primer orden” que se
ajusta a la Ec. de Michaelis-Menten.

-con P a la P ria de Absorcién, técnica
utilizada para la medicién de la propiedad, que en si se refiere
a la reducclén de la coenzima NADH podemos mencionar, que una de
las condiciones primordiales para utllizar esta técnica, es el
comportamiento que elguio nuestra cinética, que se ajusta al
modelo de Lambert y Beer es declr”™ que la relaclén entre la
propiedad medida y la [fenilalanina)] sea proporcional y gque se
explica por medio de la ecuacién de la recta, por lo tanto se
conaidero pertinente demostrarlo mediante un modelo hipotético
que noe confirma de esta manera la relacién de {fenllalanina) ve

[(NADH)reducido, & una longitud de onda de 340 nm.
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~La actividad de la enzima fenilalanina hidroxilasa, evaluada en

el extracto parcial purificado de higado de carnero eas de @
Fenilalanina Hidroxilasa (U.I.) = 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 los cbjetivos + slendo io enfatizar,
que el estudi. es apenas un precedente para la proposicién ds
otres modeloa experimentales, que se basarian principalmente en
@l an&lisia del comportamiento cinético de la fenilalanina
hidroxilasa con diferentes fluidos (suero o plasma), yYa que este
trabajo se limito al estudio en general del comportamiento de la
enzima a cierta condiciones de trabajo en extracto de higado de
caxnero, que serfan las bases para el objetivo final de llegar a
la implementacién de una prueba de diagnéatico, que sea confiable
reproducible, sensible, que nos permita la evaluacién de los
procesos patolégicos relacionados con 1a enzima fenilalanina
hidroxilasa principalmente en la hiperfenilalaninemia clé&sica
tipo I (Fenilcetonuria}.
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GLOSBSARIO

ARNm 1+ Acido Ribonucleico mensajero.
ADN ¢ Acido Desoxirribonucleico,

G : Bape nitrogenada Guanina,

T : Base nitrogenada Timina.

A t Base nltrogenada Adenina.

c :+ Base nitrogenada Cltosina.

02 : Molécula de Oxigeno.

H20 : Molécula de Agua.

THB t Cofactor Tetrahidrobiopterina.
DHB s Cofactor Dihidrobiopterina.

NADPH : Coenzima Nicotin Adenin Difosfato(Estado reducido)

nADP” CoenzimaNicotin Adenin Difesfato(Estado oxidado).

coz s Molecula de Dioxido de Carbono.

NADH s Coenzima Nicotin Adenin Dinucleétido(Estado oxidado).
NAD s Coenzima Nicotin Adenin Dinuclestido(Eatado reducido).
PKRU i+ Siglas en ingles de Fenil ia{Phenyl ia})

§.N.C. : Sistema Nervioso Central.
DboOPA ¢ Dihidroxifenilalanina.

ATP s Adenosin Trifosfato.

AMPc ¢ Adenosin Honofosfato clclico.

il : Notacién de concentracién.

7° : Temparatura.

/v t Inverso de la velocidad.

1/e :+ Inverso de la concentracién de sustrato.
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