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INTRODUCCION

Es dific¢il hacer ciencia en M&xico. Me refiero, --
claro estd, a la ciencia de calidad que puede considerarse co-
mo una contribuciSn original al conocimiento universal y no --
una mera repeticifn o estudio colateral de algfin prchklema fun-
damental cuya resolucidn se inicié en el extranjero. 8in em-—-
bargo, es precisamente de @ste tltimo tipoc de estudios del que
se nutre gran parte de la ciencia mexicana. Es innegable que -
las cosas han cambiado mucho en los Gltimos 20 afios Y que en la
actualidad existen varios sitios en el pais con una evidente -
excelencia académica apoyada por una cada vez mis efectiva in-
fraestructura. A este respecto, hace tiempo el Dr. Soberfn me
replicaba que si ahora es diffcil hacer ciencia y, sobre todo,

hacerse cientifico, hace apenas unos afos era herdico.

Pe cualquier manera, no deja de ser irbnico y dolo-
o080 que, ¢como lo ha hecho notar Mario (astafieda, México no --

posee todavia una tradicién cientifica ni "...una sola escuela
que forme, de primera intencién, investigadores en biogquimica"
(1), a pesar de poseer la Universidad mas antiglla del continen
te, Muchos podrian afirmar gue no es la tradicién propiamen-

te, sino el apoye econdmicc y la infraestructura lo que per-

mite mantenerse dentro de los &mbitos altamente competitivos

(1) Castafieda, Mario: "Recapitulacién", en "Antologfa de Bio-
logia Molecular”, editado por Castafieda, Mario; Universidad
Nacional Auténoma de M&xico, p. 243, 1973.
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de la investigacidn biol&gica contemporinea y generar contri-
buciones originales. Aungue es absurdo menospreciar el papel
jugado por la infraestructura, igualmente absurdo es sobreva-
lorarla. La historia de la ciencia nos muestra continuamente
gue ain en nuestros dias muchos grandes descubrimientos fue--
ron producto fundamentalmente de un cuidadoso anilisis epis--
temoldgico del problema apoyado por una metodologfa similar a.

la gque se contaba, por ejemplo, en un pafs pobre como' México.

El presente trabajo, gesfado dentro de ese dmbito
- todavia falto de tradici6én, dista mucho de ser una contribu--
cifn importante; menos afin, original, deéntro del campo de la
biologfa. Posee, sin embargc, a pesar de sus muy modestos ~-—
logros, el mérito innegable de haber iniciado a su autor, de
una manera formal, dentro del quehacer cientifico. Aunque hu
biera deseado que los objetivos definidos al principio de la
investigacifn hubieran podido ser alcanzados, no puedo dejar
de reconocer y, consecuentemente, agradecer, que a pesar de -
las limitaciones finales el obkjetivo fundamental se alcanzé:

mi iniciacidn dentro del método cientifico.

A lo largo de la realizacidn del mismo intervinie-
ron varias personas a las que sinceramente agradezco su orien
tacién, consejos y apoye. EL mencionar a cada una de ellas ne

obligarfa a elaborar una lista demasiado larga. Sin embargo,
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no puedo dejar de hacer patente mi agradecimiento al Dr. An--
tonio Veldzgquez por la direccién del proyecto, asi como a las
Doctoras Alessandra Carnevale y Victoria del Castillo y a --
Emma Prieto, Ma. Luisa Villarreal, Jorge Verduzco, Elba M&r--
guez ¥y Carmelo LSpez por toda su colaboracién. De manera muy -~
especial, le agradezco a Rocio las mGltiples tardes comparti-
das al ayudarme en la realizacifn de los experimentos y su --
constante y decisiva estimglacién para gue este trabajo se esg

cribiera.

.Deseo agradecer también al Dr. Emilio Rosenblueth y
a su gentil esposa, Sra. Alicia T. de Rosenblueth el generoso
apoyo gue me brindaron para que los resultados reportados en
el presente trabajo pudieran ser presentados en el XIV Congre
50 Internacional de Genética realizado en Moscd, U.R.S5.S., en

1978.

Agradezgo tambi&n la comprensibén, el estusiasmo y -

el apoyo que continuamente me ofreciera Magalf.

Finalmente, agradezco de manera muy especial el apo
yvo incondicional y gratuito que siempre me han entregado mis
mis cercanos colaboradores: mis padres y mi hermano Oscar, a

gquiénes dedico este trabajo.



CAPITULO I
LOS ERRORES INNATOS DEL METABOLISMO

La individualidad de los organismos es un fendmeno
complejo cuyo andlisis con frecuencia es subvalorado y afn ==
ignorado. En el caso de la especie humana, a nadie sorprende
que en una poblacién de més de 6000 millones de individuos, no
se encuentren nunca 2 seres conh rasgos faclales idénticos sal-
vo, claro est&, en el casc de gemelos monocigdticos. Por el -
contrafio, lo sorprendente seria encontrar a 2 individuos que,

no siendo gemelos, fueran idénticos.

Sin embargo, la claridad con la que el hombre distin
gue su propia individualidad a nivel anatomo-facial pré&ctica--
ﬁente desaparece al considerarla desde una perspectiva molecu-
lar. Ello no deja de ser paraddjico ya que en el filtimo anili
sis esa individualidad anatomo-fac¢ial nc es mis gque la expre--
"5i6n final de su individualidad molecular, modulada por el me-
dio ambienté en el que se desarrclla. La importancia de este
tibo de consideracidén va mids alld de un valor puramente acadé-
mico ya gue muchas manifestaciones de diversidad anatémica, -~
fisiolbgica, patoldgica y afin sicolégica y socioldgica solo --
podrin llegar a ser apreciadas de una manera mis l8gica e inte
gral en la medida en que nuestros conocimientos sobre la diver

sidad molecular de los organismos en general y del Hombre en -



particular sean mds completos. Este tipo de estudios nos per
mitird llegar, finalmente, a una imagen cada vez més rica y -

completa de la especiacidn y evolucifn de los organismos.

Consecuentemente, si se acepta que la variacidn in-
dividual, la salud y la enfermedad estan controladas por meca
nismos gendticos en continua interaccidn con el medio ambien-
te, no deberia de sorprender la extfaordinaria gama de diver-
sidad indivigual existente en la especie humana. Esta.enorme
variabilidad puede ilustrarée de una manera dramitica al con-
siderar que la heterocigocidad promedio por locus calculada ~
para la especie humana es de un 6.7% (Dobzhansky, et al., --
1977; Harris y Hopkinson, 1972). Si el nfimero haploide de ~-
genes estructurales en una c&lula humana es de aproximadamen-~
te 100,000, entonces un ser humano serd, en promedio, hetero-
cigoto para unos 6,700 loci. En funcibn de las combinaciones
posibles entre dichos loci, ese individuo podria, potencial--

mente, producir unas 26700 células germinales diferentes o ~-

2017

bien, expresado en base 10, 10 células germinales, jEL -

nlimero total aproximado de &tomos en el universo es de soloc -

1080:

La mejor apreciacifn de este fendmeno ha sido posi-
ble gracias a las contribuciones de diferentes modelos experi
mentales de la gendtica y bioguimica humana. Sin embargo, no

es aventuradc considerar gue algunas de las contribuciones --



més importantes han surgide del estudic de los errores inna--
tos del metabolismo, los cuales pueden definirse como altera-
ciones bioguimicas genéticamente determinadas debidas a defec
tos congénitos especificos en la estructura o funcionamiento

de moléculas proteicas (Rosenberqg, 1980). EIl término fue --
acufiado a principios del siglo por 8ir Archibald Garrod para

describir algunas alteraciones metabflicas humanas estudiadas
por &1 tales como la alcaptonuria, el albinismo, ¢istinuria y

pentosuria. BEn sus Croonian Lectures en 1908, llegd incluso

a definir las caracteristicas genéticas y bioquimicas mis so-
bresalientes de este tipo de problemas, 50 afics antes de que

pudiera obtenerse una corrobofacién bioguimica (LaDu, et al.,
1958). En dichas conferencias menciond gue: "El concepto de
.metabolismo en bloque estd cediendo su lugar al de metabolis-
mo en compartimientos., DIa con dia gana terreno la idea de -
que cada paso sucesivo en la sintesis vy degradacién... de --
fraceciones individuales de proteinas y azficares individuales

es el trabajo de enzimas especializadas adaptadas para cada -
propdsito particular. Bien podria ser gue los productos in--
termedios formados en las varias etapas tuvieran soleo una ~-
existencia momentdnea como tales, estando sujetcs a un cambio
posterior, de la misma manera que cuando se detiene una peli-
cula cinematogrifica y las figuras en movimiento guedan con -~
un pié€ en el aire. Todo lo gque se sabe del cursordel catabo-
lismoe tiende a mostrar gue en tales circunstancias el produc-

to intermediario serd excretado como tal, mas que ser procesa



do a lo largu de lineas anormales" {(Garrod, 1908).

Los conceptos bisicos sobre la patogenia de este --
tipo de alteraciones pudieron ser enuncilados al estudiar Garrod
una alteracidn metabdlica conocida como alcaptonuria. Esta -
alteracidn se caracteriza pof la excreci6n urinaria de grandes
cantidades de Acido homogentisico (alcaptona), el cual normal
mente no se encuentra en la orina. Durante los primeros minu
tos posteriores. a la miccifin la orina tiene un aspecto normal
perco ripidamente se torna negra debido a la oxidacidn del &ci
do homogentigico. Excepto por el hecho de gue los individuos
afectados por esta alteracidn pueden llegar a desarrollar en
la edad adulta un tipo de artritis conocida como ocroncsis, -
no presentan ninguna otra manifestacién v son por lo demis --

5ancs.

Aungue nunca antes se habfa encontrado &cido homo--
gentisico en algfin tejido de individuos normales, Garrod ob~-
servd gue cuando se administraba oralmente a sujetos alcapto-
nGricos, &stos lo excretaban en cantidades todgvia mayores =--—
por orina; mientras gue si se le daba a individuos normales,
dicha sustancia no aparecia en la orina. Por otra parte, =--
cuando a individucs alcaptonfricos se les daba una dieta rica
en proteinas, la excrecién del &acido tambi&n aumentaba. Pudo
determinar que dos aminodcidos, fenilalanina y tirosina, al

ser administrados en forma pura, provocaron la excrecifn au--



mentada de dcido homogentfsico. Nuevamente, individuocs nor—-
males con dieta rica en proteinas o con la administracifn de
los aminodcidos aromiticos puros no mMostraron ninguna excre--

cién de dicho dcido.

Este tipo de experimentos metab&licos pexmitiercn a
Garrod inferir que si bien no era posible encontrar Acido ho-
mogentisico en liquidos fisioldgicos ni en tejidos de suijetos
normales, dicho &cido deberia de ser un intermediarioc normal
en el catabolismo de fenilalanina y tirosina y que su acumula
cibn en individuos alcaptonfiricos deberia ocurrir por una de-
ficiencia en la degradacidn del mismo por la falta de alguna
actividad enzimidtica. Debieron de pasar méds de 50 afios para
que la oxidasa del dcido homegentisico {la cual cataliza la -
conversibn del &cido homogentisice a maleilacetoacético) fue-
ra identificada como la responsable de la alcaptcnuria (Figu-

ra 1}.

Por otra parte, Garrod observS tembién que esta al-
teracidn metabdlica, aungue de baja frecuencia, tenfia una mar
cada distribucién familiar la cual pecdia ser explicada en los
términos de las recién redescublertas leves de Mendel seglin -
los an8lisis realizados por William Bateson. Dicha distribu-
cién correspondia al de un factor mendeliano recesivo. Este
fue el primer caso en la historia de la genética en que se --

degceribib la herencia recesiva en el ser humano. Por lo tan-
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to, Garrod interpretd a la alcaptonuria como una alteracidn --
causada por una deficiencia congénita de una enzima en particu
lar debida a la presencia en dosis doble de un factor -gen-men
deliano anormal. Una implicacidn importante de esta idea fue
la de que de alguna manera el alelo normal de dicho gen es ne-
cesario para la formacidn de la enzima en un organismo normal.
Eé sumamente interesante seflalar en este punto que esta fue la
primera vez que los biblogos contaron con evidencia sugestiva
de gue los genes ejercen su efecto en el organismo dirigiendo

la sintesis de enzimas y otras proteinas.

Sin embargo, la extraordinaria trascendencia de eg-~
tas observaciones surgidas del estudioc de la genética humana -
pasaron totalmente desapercibidas a la comunidad cientifica de
la época. Afics mis tarde, al reflexionar sobre este hecho, --
George Beadle escribid: ¢Porqué el trabajo de Garrod nc fue -
apreciado y asi, olvidado? Fue bien conocido a Bateson y se -

refirié a &l en su libro Mendel's Principles of Heredity de --

1909. La edici®n de 1920 del libro de texto Genetics and ---
Eugenics de W. E. Castle, éita el articulo de Garrod de 1902 -
soﬂre alcaptdnuria en la bibliografia, pero no se refiere a gl
en el texto. Despuds, desaparecid de todos los libros estén--
dares de genética hasta gue en 1942 J. B. S. Haldane en su -~

New Pathg in Genetics discutid la alcaptonuria en el contexto

del metabolismo de fenilalanina y tirosina y de su control ge-

nético... Me parece que, come Mendel, Garrod estuvo tan ade-=-



lante de su tiempo, que los biloguimicos y genetistas no esta-
ban listos para contemplar seriamente su concepto reaccifn- -
enzima-gene. Como el trabajo de Mendel, el de Garrod permane
cid para ser redescubierto independientemente a un tiempo més
favorablie en el desarrollo de las ciencias biol6gicas. Sospe
cho gue un componente comfin e importante de un clima no recep
tivo, en estos deos ejemplos;, es el sentimiento persistente de
que cualquier concepto simple en la biologfa debe estar equi-

vocaao" (Beadle, 1966).

De la misma manera, en 1958, al recibir el premioc --
Nobel, Beadle se refirid al trabajo de Garrod en los siguien--
tes té&rminos: "De esta manera larga e indirecta, primero en -
Drosdghila y luego en Neurospora, hemos redescubierto lo que -
tan claramente visualizd Garrod hace tantos afios. Ahora cono-
cemos su trabajo y estamos concientes de gue en principioc he--
mos contribuido muy poco, i es gue lo hemos hecho. Trabajamos
con un organismo mis favorable y fuimos capaces de producir, -
casi a voluntad, errores innatos del metabolisme para casi -—--
cualquier reaccidn guimica cuyo producto pudiéramos suplemen--
tar a través del medio. Consecuentemente, fuimos capaces de -
demostrar que lo gue Garrod observS para algunos genes y unas
cuantas reacciones gquimicas en el hombre es vilido para muchos

~genes y muchas reacciones en Neurcospora" (Beadle, 1959).

El estudio de este tipo de alteraciones por parte del

bidlego melecular ha trascendido las solas implicaciones clini-



cas. Actualmenée, son cada vez més los especialistas que --

reconocen la importancia de los errores innatos del metabolis
mo como modelo experimental para el estudio de la biclogfia mo
lecular del- hombre. Aungue serfa absurdo negar las decisivas
contribucicnes derivadas del empleo de modelos bacterianos y

de eucariotes sencilos,‘tampoco deja de ser cierta la asevers
cidén de Pope: "El estudio mds apropiade para la humanidad es

el estudio del hombre mismo".

Muchas de las viag y ﬁecanismos metabélicos norma--
les en el homb;e'han podido ser definidos mediante el estudio
de este tipo de errores metabflicos. Asi por ejemplo,. el es-
tudio de los defectos enzimiticos en la fenilcetonuria, albi-
nismo v alcapténuria permitié obtener informacifn fundamental
acerca de las vias metabSlicas de los aminofcidos aromiticos.
Buena parte de nuestros conocimientos actuales sobre el meta-
bolismo de los carbohidratos ha derivado de investigaciones -
sobre galactosemia, ?entosuria v las glucogenosis. De la mis
ma mane;é, muchos aspectos de las vias metab6licas de las pu-
rinas y de las pirimidinas han sido estudiados gracias a alte
raciones como la gota, el sindrome de Lesch-Nvhan, la acidu--
ria orética hereditaria, etc. Por otra parte, se ha podido -
llegar a dilucidar importantes conceptos geﬂéticos a través -
dellestudio de este tipo de alteraciones. Unoc de estos con--
ceptos lo constituye, sin duda alguna, el hecho de gue las s¢

rias consecuenci&s, frecuentemente letales de estas alteracio



nes, pertenecen realmente a una continuidad de eventos muta--
cionales (Figura 2). En uno de leos extremos de €sta continui
dad de eventos se encontrarian aquellas mutaciones extraordi-
nariamente raras que darian orfgen a alteraciones como la ga-
lactosenia v la enfermedad de orina de jarabe de arce. Egtas
mutaciones son, consecuentemente, responsables de graves anor
' malidades.clinicas y biogufmicas. En el otro extremo se en--
cueﬁtran las mutaciones de frecuencias muy elevadas que condi
cionan genotipos responsables de manifestaciones tales como -
los antfgenos de superficie de los gl6bulos rojos (grupos san
guineos), la especificidad de la estructura de anticuerpos o
los reguerimientos de &ciao ascHbrbico {(Rosenberg, 1980). Co-
mo Harris ha sefalade, los individuos con sangre tipo O pue--
den ser considerados como afectados por un error innato del -
metabolisme resultante de un defecto en la enzima generadora
de los antigenos de superficie A o B (Harris, 1967). Sin em~
bargce, este error "afecta" a cerca del 50% de la poblacifn mun
dial y, exceptoc en los accidentes por transfusién, no causa -
ninguna patologia demostrable. De igual manera, tedos los se
res humanos carecen de la enzima gue convierte a la L-gulono-
lactona en dcido ascdrbico aungue esta carencia no tiene nin-
guna consecuencia clinica o bioguimica mientras se ingiera --

suficiente &cido ascSrbico.

Es posible ampliar todavia mds este concepto de con

tinuidad en la incidencia de mutaciones. En los Gltimos afios
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se han reconocido con mayor frecuencia fenotipos c¢lfnjcos o -
bioquimicos especificos producidos por diferentes genotipos,

fenfmeno denominadco heterogeneidad genética. Ello no es méé

que la exXpresiCn de una continuidad en la incidencia de muta-
cicnes a nivel de un solo locus. Para ilustrar dicho fenfme-
no considéiese el caso de la cadena beta de la hemoglobina hu
mana para la cual se han descrito mds de 100 casos diferentes
de mutacibnes.puntales. En muchos de‘esos casos, las manifes
taciones clinicas -fenotipos- fuercon similares a pesar de ha-

ber sido condicionadas por distintos genotipos.

Para el caso de la glucosa-6—~fosfato deshidrogenasa
se han reportado dog variantes debidas a sustituciones dnicas
de amino&cidos diferentes (Kirkman, 1971; Yoshida, 1970} pero
con manifestaciones clfnicas similares consistentes en una --

predisposicién a la anemia hemolitica.

La heterogeneidad genética puede ser el resultado ~
de mutaciones al&licas © no alélicas. En el primer caso, el
fenotipo comfin es. la consecuencia de mds de una mutacidn en -
un locus (alelo) mientras gue en el segundo caso es debido a
mutaciones en loci diferentes. Las mutaciones alé&licas pue--
den, a su vez, ser subdivididas en homealélicas cuandoc en una
cadena polipeptidica ocurren en el misme sitic sustituciones

 de diferentes residuos de aminodcidos y en hetercal&licas en
las gue las sustituciones de diferentes residuos de aminodci-

dos ocurren en diferentes sitios del polip&ptido,



Independientemente de cual sea el tipo de mutacidn
producida, las consecuencias de dicha mutacifn se reflejarén
primariamente en la actividad de la protefna para. la cual co
difica el gene afectado. Actualmente se sabe que la mayoria
de los errores innatos del metabeolismo son heredados clinica
mente de manefa autosfmica recesiva. De hecho, son relativa
mente poco frecuentes aquellos errores heredados de manera -
dominante., Una razonable explicacifn a este fendmeno es la
de gue la maycria de las eﬁzimas se encuentran presentes en
exceso con respecto a la actividad realmente necesitada por -
la c8lula en las circunstancias ambientales usuales. LaDu y
sus ascociados éalcularon gue, bajo condiciones Sptimas, la -
éxidasa del &cido homogentisico podfia metabolizar mis de 200
veces la cantidad habitualmente existente del 4cido en la cé-
lula {LaDu, et. al., 19585, ‘Una reducceidn a la mitad de esta
actividad en un individuo heterocigoto para el geﬁe de la oxi
dasa no llega a produclr, por lo tanto, un bloguec significa-
tivo en la via metab8lica de los aminofcidos fenilalanina y -
tirosina, de los cuales deriva el &cido homogentisico, ni tam
poco un cuadro clinico evidente. Situaciones similares deben
de existir para la gran mayoria de los errorés innatos del me
tabolisme, los cuales son diagnosticables clinicamente solo -~

cuando el individuo es heterocigoto para el gen mutante.

En el caso de aguellos errores heredados de manera

dominante es necesario invocar gue las enzimas responsables -



de la manifestacidn de tales alteraciones deben de ser sinte-
tizadas en tal cantidad gque una reducciln a aproximadamente -~
la mitad de la actividad normal serfa limitante y conducirfa

a-un semiblogueo de la via metabdlica. Un ejemplo lo consti-
tuye la hipercolesteroclemia familiar, enfermedad en la que la
cantidad de receptores funcionales para el complejo coleste--
rol-lipoproteina de baja dengidad en la superfic;e celular, -
no es suficlente ni siguiera ern los heterccigotos (Brown, --

1975},

Consideradas desde otra perspectiva, las alteracio-

nes biogquimicas mds frecuentemente observadas en los errores

innatos del metabolismo son, en términos generales, aquellas
debidas'& .deficiencias de alglin precursor, acumulacifin del
precuréor, utilizacifn avmentada de vias alternas o una alte-
racifn en el control de retroalimentacién de la via metabdli-
ca afectada. De ¢ada uno de estos tipos de alteraciones te6-
ricas se cuenta con ejempios concretos. Asi, en la enfermedad
de Hartnup, caracterizada por ataxia cerebelosa v demencia --
temporal o permanente, los paciantes afeétados no sintetizan
cantidades suficientes de nicotinamida por falta de triptofa-
no va que el sistema de transporte intestinal para este meta-
bolito se encuentra alteradc. De esta manera,; udna falla en -
el transporte metabBlico condiciona la deficiencia del precur

s0r,

En el caso de la galactosemia, la faltas de activi--~



dad de la galactosa-i-fosfato uridil transferasa es la respon
sable de que se acumulen grandes cantidades de galactosa con

las consecuentes manifestaciones clinicas.

La fenilcetonuria ilustra claramente cémo una alte-
' racifén enzimdtica (fenilalanina hidroxilasa) obliga al metabo
lito a continuar por una via metabblica cdblateral (Figura 1),
ocasionando de esta ﬁanera.la elevacidn de otras sustancias -
propias de dicha via colateral. En este caso son los &cidos

fenilacétido, fenilictico y fenilpirfivice los gque se enduen--

tran elevados ademids de la fenilalanina.

Un error innato del metabolismo ocasionado por una
deficiencia de preoducto puede ejemplificarse con el cretinis-
mo debido a una deficiente sintesgis de la hormona tiroidea. -~
Esta deficiencia en la sintesis puede deberse a una falla en
cualquiera de las enzimas gue participan en la biosintesis de
la triyodotironina vy la tiroxina a partir del amincédcido tiro

sina.

¥inalmente, en algunos casos de gota primaria, en--
fermedad en la gue hay una considerable elevacidn de &cido --
firico, dicha elevacifn pareceria deberse a una incapacidad de
las primeras enzimas alostéricas de la via de biosintesis de
las purinas de obedecer las sefales de los moduladores negati
vos hipoxantina y adenina, con la resultante produccisn eleva

da de &cido drico.



Durante muchos afios el descubrimientc de este tipo
de errores estuvo pricticamente limitade al anflisis cualita
‘tive ¥y cuantitativo de sangre y orina. Sin embargo, durante
los fiitimos 25 afios nuevas y mds poderosas t&cnicas bioquimi
cas han permitido descubrir una enorme cantidad de errores -
metabélicos. ‘Dentro de estas t&cnicas destacan el andligis
bioquimico y enzimdtico de muestras de diversos tejidos (hi-
. gado,;riﬁén, msculo, bazo, cerebro, eritrocitqs, leucocitos,
etc.) v el uso de células en cultivo. La utilizacifn de ez~
- ta Gltima técnica en especial ha brindado a la gen&tica huma
na enormés posibilidades de avance al reducir la complejidad
de un ser humano completo a un nivel unicelular sin afectar
su esencia eucariftica {Carrel, 1912; Eagle, 1955; Eagle, -
1959; Krooth, 1961; Puck, et. al., 1957). Gracias a ello ha
sido posible llegar incluso al diagnfstico prenatal de varios
de estos padecimientos mediante el anflisis bioguimico del =~
1iguido amnifitico y el cultivo y posterior estudio de las cé

lulas de descamacién presentes en dicho liguido.

Mediante el uso combinado de esta mefodologia se -
han descubierto errores metabdlicos gue afectan el metabolisg
mo de moléculas perteneéientes a cualquiera de las cuatro --
grandes familias, a saber: carbohidratos, lfpidos, aminofci
dos y fcidos nucleicogs. Ademds de estos errores se han des-
crito muchos otros gque afectan el transporte de moléculas -~
asi como otros que por sus variadas caracteristicas no pueden

agruparse en ninguno de los grupos mencionados. En la Tabla



1 estdn listados algunos de los errores innatos del transpor
te molecular; la Tabla 2 lista los errores més importantes -
debidos a deficiencias enzimdticas especificas y la Tabla 3

agrupa & otros errores miscelineos.



13

TABLA

1

ERRORES HEREDITARIOS DE TRANSPORTE DE MEMBRANA

Alteracifn

Sustancia involucrada

Acidosis renal tubular I
Acidogis renal tubular II
Aminoaciduria dibésica

Anemia perniciosa (juvenil)
Cistinuria I, II, III

Cretinismo bocioso
Enfermedad de Hartnup

Esferocitosis hereditaria
Glicosuria renal
Hipercigtinuria
Iminoglicinuria
Raquitismo hipofosfatémico

bicarbonato

hidrogenidn

ligina, arginina, orni-
tina

vitamina B 2

cistina, l%sina, argini
na, ornitina

iodo

amino&cidos monoambino-~
monocarboxilicos

sodio, agua

~glucosa

cistina .
iminodcidos, glicina
f6sforo, calcio

Modificado de Rosenberg, 1980,
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TABLA 2

ALGUNOS ERRORES HEREDITARIOS DEBIDOS A DEFICIENCIAS
DE ENEZIMAS ESPECIFICAS

Alteraciones del Metabolismo de Carbohidratos

Alteracidn : Enzima
Anemia hemolftica I hexocinasa
Anemia hemolitica II fosfohexosa inscme~-
’ rasa
Anemia hemolftica V piruvate cinasa
Anemia hemolitica VI glucosa=-6-fosfato
deshidrogenasa

Deficiencia de galactocinasa ~galactocinasa
Enfermedad de atesoramiento de

~glucdgeno I (Von Gierke) ~glucosa-6-fosfatasa
Enfermedad de atesoramiento de

gluctgeno FI {Pompe) alfa-1,4-glucocinasa
Enfermedad de atesoramiento de

~gluctgeno V (McArdle) fosforilasa (mfisculo)
Enfermedad de atesoramiento de

gluc6geno VI ' fosforilasa (higado)
Fructosuria fructocinasa (higado)
Galactosemia galactosa~l-fosfato

) uridil transferasa
Intolerancia a disaciridos I invertasa
Inteolerancia a disacdridos II invertasa, maltasa
Intolerancia a disacdridos IIXT lactasa
Intclerancia a la fructosa fructosa~l~fosfato
aldolasa

Pentosuria ' L-xilulosa reductasa




TABLA 2

{continfia)

Alteracienes del Metabolismo de Lipidos

Alteracidn Enzima
Deficiencia de lipasa lipasa {pancre&ti-
ca)
Enfermedad de Fabry : ceramido trihexosi-
) sidasa
Enfermedad de Gaucher ~glucocerebrosidasa
Enfermedad de Niemann-Pick esfingomielinasa
Enfermedad de Woman lipasa &cida
Gangliosidosis G, {I y II) ] beta-galactocidasa
Gangliosidosis G, {ay-Sachs) hexosaminidasa &
Gangliosidosis G5 (Sandhoff hexosaminidasa A y
B

Leucodistrofia metacromdtica arilsulfatasa A




TABLA 2

(continga)

Alteraciones del Metabolismo de Aminodcidos

“Alteracitn Enzima
Acidemia isovalérica isovaleril-ColA des-
. hidrogenasa
Aciduria arginosuccinica argininosueccinato -
" liasa .
Aciduria metilmaldnica metilmalonil-CoA --
mutasa
Albinismo tirosinasa
Alcaptonuria oxidasa del &dcido -
homegentisico
Argininemia arginasa
Citrulinemia -argininosuccinato -
sintetasa
Cretinismo bocioso iodotirosin dehalo-
genasa
Enfermedad de orina de jarabe deshidrogenasa de -
de arce cetodcidos de ca
dena ramificada
Fenilcetonuria fenilalanina hidro-
xilasa
Hidroxipreolinemia hidroxiprolina oxi-
dasa
‘Hiperamonemia ornitfn transcarba-
milasa
Hiperoxaluria I alfa-cetoglutarato:
gli-oxilate car-
boligasa
Hiperoxalurie II glicerate deshidro-
genasa
Hiperprolinemia I prolin oxidasa
Hiperprolinemia IT pirrolin carbocila-
to deshidrogenasa
Histidinemia histidasa
Homocistinuria cistationfn sintete
sa
Tirosinemia I p-hidroxifenilpiru--
vato oxidasa
Tirosinemia II Tiresina transaming-
: sa

Valinemia - wvalina transaminasa
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TABLA 2
{continta)

Alteraciones del Metabolismo de Acidoé Nucleicos

Alteracidn _ Enzima

Aciduria orftica I. orotidilato fosforila
sa y orotidilato de
carboxilasa -

Aciduria orftica II - orotidilatce decarboxi
lasa

Anemia hemolitica XTI adenogin trifosfatasa

Anemia hemolitica XII adenilate cinasa

Gota primaria (una forma) hipoxantin-guanin-fos
foribosil transfe-—
rasa

Xeroderma pigmentoso endonucleasa




TABLA

ALGUNOS ERRORES HEREDITARIOS DEBIDOS A DEFICIENCIAS
DE. ENZIMAS ESPECIFICAS

‘Alteraciones Miscel&neas

Alteracidn

Enzima
Acatalasia - catalsa
Deficiencia de fosfatasa &cida fosfatasa &Acida
bDeficiencia de tripsindgeno tripsinfgeno

Enfisema pulmonar
Hiperplasia adrenal I
Hiperplasia adrenal II
Hiperplasia adrenal III

Hiperplasia adrenal IV
Hipofosfatasia
Mucopolisacédridosis I
Porfiria aguda intermitente

Porfiria congénita eritropoyé&-
Ctiea
sindrome de Crigler-Najjar

alfa-l-antitripsina
2l~hidroxilasa
ll-hidroxilasa
3-beta-hidroxieste--
.roide deshidrogenasa
17~hidroxilasa
fosfatasa alcalina
alfa-L-~idurconidasa
urgporfirinégenoc I --
sintetasa
uroporfirinégeno III
cosinetasa
glucuronil-transfera-
sa




Seguramente que pocos aspectos de la fisiologfa hu-—
mana pueden llegar & ser tan fascinantes para el bidlogo como
el de las llamadas funciones superiores del gistema nerviosoc
central; a saber, la memoria, el aprendizaje y la conciencila.
Aungue todavia esti mﬁy lejos el dfa en el que se llegue a —=-
éontar con explicaciones fundamentales para estos fendSmenos,
la biologia molecular comienza ya a realizar los primeros in-
tentos encaminados a la solucidn del problema. Pudiera ser -
que los errores innatos del metabolismo también contribuyan -
en el futuro con modelos experimentales apropiados para este

tipo de investigaciones.

La expresifn l8gica y racional de fenémenos como 1la
memoria y la conciencia dependen fundamentalmente del correc-
to funcionamiento del cerebro. Pero, a su vez, e} funciona--~
miento del cerebro y del resto del tejido nervioso es depen—-
diente de las reacciones guimicas ocurridas.en la c&lula ner-
viosa. De hecho, el cerebro y el sistema nerviosc son mis --
sensiblémente dependientes a la velocidad de las reacciones -
quimicas gue ningtn otro Srgano. Por ello, investigadores ~
como Linus Pauling ¢reen gque muchas de las enfermedades menta
les son causadas por velocidades de reaccifn anormales deter-
minadas por la constitucifn genética y la dieta asf como por
las concentraciones moleculares de sustancias esenciales ---
(Pauling, 1968). En varios casos, se ha podido mejorar la ~-
salud mental de muchas personas simplemente asegurando la &p-

tima concentracidn de sustancias normalmente presentes en el



cuerpo humano. Un ejemplo importante de una wmol&cula esen--
cial para la salud mental es el de la cianocobalamina 6 vita
mina B 12. Una deficiencia de esta vitamina, cualguiera gque
sea su causa, conduce a alteraciones mentales frecuentemente
mas prominciadas gue las dem8s consecuencias c¢linicas. En -
muchos cases, las alteraciones mentales asociadas a la ane--
mia perniciosa fueron obéervadas varios aBlos antes de la apa.
ricidn de cualguier otra manifestacifn clinica (Wiener y e

Hope, 1959}.

En 1941, Sydenstricker y Cleckley reportaron un exi
toso tratamiento de 29 pacientes con sintomas siguiftricos -
severos mediante el uso de grandes dosis de dcido nicotinico
(0.3 -~ 1.5 g/dfa} a pesar de gue ninglin paciente presentaba
un cuadro clinico de pelagra ni de ninguna otra avitaminosis
{Byndenstricker y Cleckley, 1941}. Por ello, desde 1952 -~
Hoffer v Osmond usan 8cido nicotinico en grandes dosis, ade-~
mis de la terapia convenciohal, para el tratamiento de la ~-

esquizofrenia (Hoffer y Osmond, 1964).

Otra vitamina gue ha sido usada con cierta frecuen
cia en el tratamiento de enfermedades mentales es el acido -
ascbrbico. Ademis de que el escorbuto se acompafia de sfnto-
mas mentales, akerfeldt reporté en 1957 que el suero de es--
guizofrénicos mostraba una mayor capacidad de oxidacibn de ~

N,N~dimetil-p-~fenilendiamina que el de otras personas. Pos-



teriormente se cobservt gue esta diferencia es debida a una -
menor concentracién de &cido ascbrbico en el suero de los pa
cientes esquizofrénicos. Esta diferencia ha sido atribuida

a los malos hdbitos dietéticos de estos pacientes pero tam--
bién a una velocidad.aumentada del metabeolisme del acido as~

c6rbico por el paciente (Hoffer y Osmond, 1960).

Sin embargo, por lo que respecta a la esquizofrenia
las observaciones mds interesantes han sido realizadas por ~
David Horrobin del Instituto de Investigacifén M&dica de Mon-
treal, Canada. ‘De todas las enfermedades mentales, la esgui
zofrenia (divisién ae la mente) es el problema mental mis im
portante, va gque en té€rminos generales, afecta a una de cada
100 perscnas, independientemente de la raza, cultura y esta-

do econémico.

Aungue es relativamente fécil describir algunas de
las caracteristicas sicopatolfgicas mds aparentes de las reac
ciones esquizoffenicas, ninguna de las definiciones ha reci--
bido todavia.aceptacién universal. Debido a la heterogenei~-
dad de las manifestaciones, tal vez fuera mis exacto hablar -
del grupo de las esquizZofrenias y no pensar que cada conjunto
de reacciones ancrmzles es una sola entidad pdtolégica. Los
sintomas generales de las reacciones esquizofrénicas. se reco-~
nocen por la conducta poco comln y extravagante gque incluye -
una actitud distante respecte al ambiente, perfiodos de deg---

tructividad impulsiva y despliegues emccionales exagerados e



inmadurcs. Aungue hay un contraste muy llamativo entre un -
individuo normal v un esquizofrénico, con frecuencia no exis

te una transicién abrupta entre ambas personalidades.

Los estudios genéticoé han mostrado en forma cons-
tante gue si un miembro de la familia es esquizofrénico, el
riesgo para los hermanos y los hijos es del 7 al 16% vy en los
padres del 5 al 10%. Se calcu;a que en las familias con los
dos progenitores afectados, el riesgo en los hijos es del 40%
{Kolb, 1971). Por otra parte, Kallman encontrf que si el --
trastorno existe en un gemelo monocigético, también apareceri
en el otro gemelo en el 85.8% de los casos. 8i se considera
el riesgo para un gemelo dicigdtico, &ste es de un 14% y ---

(Kallman, 1953).

En 1971, Horrobin observ6 gue la inyeccibn de la hor
mona preolactina ocagionaba irritabilidad en los sujetos a quié
nes se le administraba (Horrobin, 1980). La relacifn de este
hecho con la esquizofrenia es la de gue desde tiempo atris se
sabia que todos los f&rmacos utilizados para el tratamiento -
de esta sicosis tenfan como denominador comlin una gran capaci
dad para bloguear los efectos de la dopamina. Por leo tanto,
se llegd a pensar que la esquizofrenia podfa ser causada por
un aumento en la actividad de la dopamina en el cerebro. Sin
embargo, Horrobin parece haber llegado a una relacifn causal

més directa.



En efecto, se sabfa gque iz dopamina es un podero-
so inhibidor de la secrecifn de prolactina por lo que con -
esta evidencia vy la observacidn sobre produccisn de irrita-
bilidad poer la hormona, Horrobin empezd a estudiar los efeg
tos de la prolactina en un tejido excitable gue no tuviera
la complejidad del cerebro. De esta manera, utilizando el
miisculo de los vasos sanguineos de la rata, se lleg$ a la ~~
conclusién de gue la preclactina promueve la conversifn del -~
&cido graso esencial dihdmogamalinolénico (ADGL) en la pros-
taglandina El (PGEI) (Figura 3). Este descubrimiento ha si-
do trascendental va que predice que los esquizofrénicos de--
ben de tener niveles bhajos de PGEl si es gue efectivamente -
existe una relacifn causal entre la prostaglandina y el cua-
dro clinico. Dentro de las evidencias indirectas a favor de
la hipStesis se encuentra el hecho de que los esquizofréni--
cos no desarrollan artritis ni los artriticos esquizofrenia,
a pesar de que ambas enfermedades son muy comunes, 1O gue su
giere ¢gque cada enfermedad protege contra la otra. En la ar-
tritis reumatoide, hay una produccifn excegsiva de prostaglan-
dinas. Se sabe también gue los-ésquizofrénicos son signifi--
cativamente mis resistentes al dolor. En este caso, las pros
taglandinas juegan un papel fundamental en la gé&nesis de la

inflamacién y el dolor.

Independientemente de lo sugestivas gque son las an-
teriores observaciones, en 1975 Abdullah y Hamadah publicaron

sus estudios acerca de la sintesis de PGEI por las plaguetas
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de enfermog mentales sin tratamiento y controles normales —-—
{abdullah y Hamadah, 1975). Las plaquetas de individuos nor
males, de pacientes manfacos y dé racientes depresivos res--
pondieron al estimuio de ADP convirtiendo APGL en PGEl. Sin
embargo, las plaguetas de los esquizofrénicos no produjeron

cantidades significativas de PGEl afin a concentraciones ele-

vadas de ADP.

En la actualidad, Horrobin intenta elevar por dife
rentes medios los niveles plasmiaticos de PGEl hasta valores
normales en pacientes esquizofrénicos. De llegar a desapare
cer el estado sicStico, se habrd demostrado claramente la —-
etiologfa molecular de este padecimiento y se dispondrs en--

torices de una terapettica eficaz y racional.

Uha vez mis, &ste no es mis gue el .primero de una
serie de pasos gue lentamente Irin permitiendo tener una vi-
sidn mids completa e integral de los procesos mentales tanto
fisiolGgicos como patoldgicos del hombre. Con ello, la mayor
comprensién del fendmeno hombre a nivel molecular permitird
una contemplacidn més l6gica y completa del mismo a nivel ana
témico, fisioldgico, evoliutivo, sicellgiceo y, finalmente, so

ciolbgico.



CAPITULC II
LA ENFERMEDAD DE ORINA DE JARABE DE ARCE
Introduccidn

En 1954 J, H. Menkes publicé‘sué observacioneg acer
~ca de una familia en lLa gue cuatro de los seis hijos murieron
durante las priméras semanas de vida. Todos ellos presentaron o
un cuadro clinice similar consistente en vémitos, convulsio--
nes, hipertonicidad muscular, deterioro neuroldgico répidameg
te progresivo y cetoacidosis. Ademés, el signo mds sobresa—-
liente fue un olor dulzédn de la orina, similar al del azdcar
guemada o al del jarabe de arce {(Menkes, et al., 1954). Afios
mds tarde, R. G. Westall y sus ascciados (Westall, et al., --
1957) reportaron sus hallazgos en un niﬁo con importante dafio
cerebral y olor caracteristico de la corina. Al analizar mues
tras de la sangre y orina de este paciente, descubrieron en -
ambas muestras niveles anormalmente elevados de los aminodci-
dos leucina, isoleucina y valina (aminodcidosg de cadena rami-
ficada). En funcién del caracterfsticc olor gue acompafia a -
esta enfermedad fue dencominada como enfermedad de orina de ==
azficar de arce. En la actualidad recibe el nombre de enferme
dad de orina de jarabe de arce (y no de mil de maple, té€rmino

utilizado en algunas malas traducciones).



En los pocos casos descubiertos posteriormente, el
cuadro clinico se ha caracterizado de manera general por la
ausencia de cualquier signologia durante los primeros dias -
posteriores al nacimiento del nino afectado. Sin embargo, -
al final de la primera semana de vida comienzan las primeras
manifestaciones de la enfermedad: apatia e hiporexia progre
siva. Poco despu€s aparecen los primeros signes neuroldgi--—
cos tales como disminucién de los reflejos osteotendinosos,
nistagmo, periodos alternos de hipertonicidad y flacidez asf
como convulsiones. A este cuadro se agregan mas tarde alte-
raciones en la ventilacidén pulmonar y sopor que ré&pidamente
progfésa hacia un estado comateosce vy finalmente a la muerte.
En algunos casos, el paciente ha llegado a sobrevivir a to--
das estas manifestaciones pero con importantes secuelas neu~
rol8gicas consistentes en un severo retraso sicomotor., Fre-
cuentemente, la aparicifn del oleor caracteristico de la ori-
na coincide con la de los signos neuroldgices. Es posible -
apreciar dicho olor no solo en la orina sino también en el -

sudor y en el cerlmen del oido.

La incidencia de esta enfermedad es sumamente baja.
Segfin datos publicados en 1973 por el Acta Paediatrica Scan-
dinavica, su frecuencia para la poblacifn general europea es
de 1 en 120,000 recig&n nacidos {anfnimo, 1973). La cifra ob
tenida por el Programa de Deteccién de Massachusetts para la

poblacién del este de los Estados Unidos es de 1 en 290,000



recién nacidos (Levy, 1973; vefise también a Nayler y Guthrie,

1878) .

Se han reportadc cascs en los Estados Unidos, Gran
Bretafia, Francia, Suiza, Alemania, Noruega, ktalia, Marrue--
~ cos, Siria, India, Israel y JapSn asi como en emigrantes de -
Hong Kong. La aparente mayor concentracifén de casos en pafi--
ses médicamente avanzados bien podrfa deberse al hecho de gque
para su diagn6stico se requiere de una tecnologia relativamen

te scofisticada.

‘Aspectos Hereditarios

El andlisis de las historias clinicas permite esta-
blecer que la enfermedad es'heredada de manera autosfmica re-
cegiva. En todos los casos los padres han side clinicamente
normales (algunas parejas han sido consanguineas) aungue los
estudios bioquimicos en algunos casos demostraron evidencias
de heterocigocidad. Una interesante cbservacidén ha sido la -
de Dancis y McKnight en el sentido de gue la actividad de de-
carboxilaci6n de leucina—l—l4c involucrada en la enfermedad ~
estd frecuentemente més reducida en los padres que en las ma-
dres, fendSmeno para el cual todavia no se cuenta con una ex--
plicaci6n satisfactoria (Dancis, et. al., 1965; McKnight y =~
Spence, 1972). De cualguier manera, &sto no es mis que un --

reflejo de la hetercgeneidad de esta enfermedad.



El Error Metabdlico

Dos afics después de que Westall demostrd una acumu
lacién en plasma y orina de los aminodcidos de cadena ramifi
céda, Menkes, MacKenzie y bancis demostraron, de manera inde
pendiente, gue también habfa una acumulacién de los cetofci-
dos de cadena ramificada alfa~ceto-isocaproicc, alfa-ceto- -
beta-metilvalérico y alfé-ceto—isovalérico, preducidos por -
la transaminacién de los amino&cidos leucina, iscleucina y -
valina, respectivamente, primera transformaci®n en la via ca
tabblica de estos amincdcidos (Figuras 4 y 5) (Menkes, 1959;
MacKenzie y Woolf, 1959; Dancis, et al., 1959). Esta obser-
vacién sugirif que el blogueo metabSlico no se localizaba a
nivel de la transaminasa {(la cual cataliza una reaccidn re--
versible) sino muy probablemente en el siguiente prasc metabd
lico, esto es, en el de la decarboxilaciéfn oxidativa del ce-
todcido (Dancis, et. él., 1959; MacKenzie y Woolf, 1959; --
Menkes, 195%). La confirmacién de esta sospecha fue realiza
da por Dancils y sus asociados al estudiar el metabolismo de
estos aminodcidos en leucocitos de pacientes afectados (Dan-
cis, et ggw, 1963)., Descubrif que si bien la trangaminacidn
de dichos amincdcidos ocurria de manera normal, los cetodci-

dos resultantes no eran decarboxilados apreciablemente.

Patologia

Los estudiocs histopatolégicos del tejido nervioso
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de pacientes gue fallecieron a consecuencia de la enfermedad

revelan diferentes tipos de lesiones dependiendec del momento

en que haya ocurride la muerte. Cuando &sta ocurre dentro de
las primeras semanas de vida no se encuentra prédcticamente --
ninguna ancrmalidad, excepcién hecha de cierto grado de espon
jamiento de la sustancia blanca como una posible congecuencia
del edema. En el caso de que la muerte ocurra més tardfamen-
te, los hallazgos méds importantes son una deficiencia mielini
zacibn y una astrocitosis difusa. E1 hecho de gue no se haya
podido identificar a ningGn producto de degradacifn de la mie
lina sugiere gue la deficiente mielinizacién debe de ser con-
secuencia de una interrupcién postnatal de su sintesis. Re--
sulta interesante notar que si el paciente recibié un trata--
miento dieté&tico adecuado, la deficiencia en la mielinizacidn

no llega a ocurrir (Linneweh y Socher, 1965).

Los andlisis quimicos del cerebro revelan una reduc
cibn total de lipidos, inclufdes los cerebrSsidos y proteoli-
pidos. Se ha sugerido que posiblemente la elevacidén de los -
aminc8dcidos en esta enfermedad interfiera con la sintesis nor
mal de los proteclipidos lo que a su vez condicionarfa una de

ficiente sintesis de mielina (Prensky y Moser, 1966).

Pe cualguier manera, dista mucho de estar clara la
relacién entre estos hallazgos histopatolégicos y guimicos y
el cuadro clinico, ya que si bien podrian explicar el deterio

ro mental permanente en pacientes no tratados, no explica la



aparicién de los cuadreos neurolfgicos agudos en pacientes —-
bajo tratamiento perc con un descontrol transistorio de sus
niveles plasm&ticos de amincfcidos. Por otro lado, la fave-
rable respuesta al tratamiente a base de dietas bajas en ami
noécidos de cadena ramificada asf como la rfpida instalacidn
del cuadro clinico en pacientes con un tratamiento descompen
sado hacen pensar que dicho cuadro clinico es producto mias -
bien de la elevacifn anormal de algfin o algunos metabolitos
¥y no por la deficiencia de aquellos distales al bloqueo-metg
bé6lico. A este respecto, mltiples observaciones clinicas -
hacen suponer que la sintomatoclogfa aguda esti mds directa--
mente relacionada con los niveles elevados de leucina que con
los de iscleucina y valina. Aungue no es c¢larc todavia si. -
el "agente t&xico" més importante es la leucina, su cetodci-
do, ambos compuestos o todos los aminc8cidos y cetodcidos de
cadena ramificada, se tiene evidencia de que solo el &cido -
alfa-ceto-isocaproico inhibe la mielinizacién del cerebelo -
en. cultivo (Silberberg, 19692). Puede también pensarse gue -
los niveles elevados de los tres aminodcidos alteren signifi
cativamente la poza extra e intracelular de aminodcidos con
los consecuentes frastornos en sus sistemas de transporte y

sintesis de protefnas.

sin embargo, egtudios bioquimicos efectuados en re
lacién con la pelagra han aportado datos sumamente intere---

santes y sugestivos. Durante muchos afos se pensl gue la pg



lagra era una enfermedad causada por la ingesta de una dieta
pobre en &cido nicotinico (como es sabide, el maiz es un ali
mento poﬁre en niacina y con un elevado contenido de leucina
-12 a 14%). .En 1967, Belavady llevd a cabo un experimento
en el‘que'a perrogs de poca edad se les aministrd una dieta -
con 20% dé casefna, 3.6% de leucina y desprovista de dcido -
nicotinico. Entre los 30 y 90 dfas de iniciado el experimen
to, los animéles desarrollarcen un cuadro clinico de lengua -
negra, equivalente a la pelagra humana. Sin embargo, cuando
el mismo-experimento se realizf con una concentracifn dieté-
"tica de leucina de 1.5% (sin &cido nicotfnico), ning@in ani--
mal desarrcllé un cuadro clinico de lengua negra. La dminig
tracién de 300 microgramos de niacina (y leucina ahora el --
2.75) no fue suficiente para evitar la aparicibén de la enfer

medad (Belavady, et al., 1967) .

Afhos antes, Gopalan y asoclados, al sospechér una =
posible relacifn causal entre la leucina y la pelagra, admi--
nistraron de 20 a 30 g del aminodcido a 2 pacientes, lo gue -
fue acompafiadc por un temporal pero marcado deterioro del es-
tado mental, el cual podia ser corregido al suspender la in--
gesta de leucina y administrar simultineamente dcide nicotini
co (Gopalan y Srikantia, 1960). Mds tarde, estas observacio-
nes fueron confirmadas con un nfimero maycor de pacientes. En
todos ellos se observd depresibn, ihestabilidad emocional ¢ -~
insomnio importanté._ El estudio del patrén electroencefaio—-

gré&fico mostrd un exceso de la actividad theta o delta, la --



cual desaparecid y Se restablecid la actividad normal alfa -
después de 10 a 40 dias de tratamiento con &cido nicotfinico.
Si bien tedos los pacientes gue mostraron manifestaciones -
¢lfinicas mentales tuvieron un patrén elecfroencefalogr&fico
anormal, lc opuesto no ocqrrié invariablemente (Srikantia,
et al., 1968). Dado qﬁe la administracién_de leucina a suje
tos normales bajo estas condiciones experimentales no produ-
jo ningdn cambic mental, pareceria que los pelagrinos son mis
sensibles a la leucina y responden a 2lla en un tiempo rela-
tivamente corto, o bien, dade que ya han estado por un tiem-~
po prolongado expuestos a una diéta elevada de leucina, la -
administraciftn de leucina extra podria precipitar cambios més

rapidamente.

Sin embargo, los pelagrinos excretan por orina ba-
jas cantidades del fcido 5-hidroxiindolacé&tico, producto fi-
nal del metabolismo de la serotonina. La administracién de
leucina en cantidades elevadas tanto a sujetos normales como
a pelagrinos, ocasiona una depresién de la excrecifn urinaria
de este metabolito (Belavady, et al., 1963). 8i se considera
ademis que ratas alimentadas con una dieta conteniendo leuci-
na al 5% muestran una considerable disminucifn de su seroto--
nina cerebral (Yuwiler, 1965} podria suponerse que los cambios
mentales observados en les pelagrinos posiblemente estén re--
lacionados con el metabolismo de la sercotonina. En efecto, -

todos aguellos pelagrinos que manifiestan depresidn mental e



inestabilidad emociconal poseen niveles muy bajos de serotoni-
na en sus plaquetas, invariablemente por debajo de 0,5 micro-
gramos por miligramo de proteina (Krishnaswamy y Ramanhamurthy
1870) . Por otro lado, aquellos pelagrinos sin cambics menta;
les tienen niveleé similares a los de controles normales, con
un valor medic de 0.57 microgramos por mg de proteina. EL --
dcido nicotinico y la nicotinamida ern peguefias cantidades pug
de aumentar el contenido cerebral de serotonina, aungue en --
grandes dosis tiene un efecto opuesto. Como se recordari, la
serotonina (5-hidroxitriptamina) es sintetizada a partir de -
triptéfanoc y juega un papel fundamental como transmisor sinép

tico en diversas porciones del cerebro.

Expefimentos realizados por Kaladhar (Kaladhar, -—-
1974) con ratas bajo una dieta con leucina al 3%, demostraron
gue en eséos animales la captacién de triptéfano por las neu-~
ronas asi como la concentracidn del mismo en los sinaptosomas
era normal. Por otra parte, aunque la 5-hidroxilacidn del --
tript6fanc parece ser el paso limitante en la biosintesis de
serotonina, la actividad de la 5~hidroxilasa no se alterS en
ratas alimentadas con una dieta con leucina al 3%. Tampoco -
se encontr6 ninguna alteracidn a nivel de la S-hidroxitripta-
mina decarboxilasaf Pareceria ser entonces gue los bajos ni-
veles cerebrales de serotonina no son debidos ni a una defi-=-
ciente captacifn netironal del triptéfano ni tampoco a una de-

ficiente sfntesis de la misma.



Sin embargo, la captacifn de serotonina por los ==
sinaptosomas si estd significativamente reducida (Kaladhar,
‘1972) y esto es, probablemente, el factor crucial en la re--
duccifn de la serotonina cerebral va que cuando &sta no es -
recapturada por las vesfculas sinfpticas, es inmediatamente

destrufda por la monoaminooxidasa.

A la luz de estas observaciones resulta interesante
considerar la posible relacifn causal entre niveles permanen
temente elevados de leucina en un nifioc sin tratamiento, en -
los momentos en que su sistema nervioso se encuentra todavia
en un procesc de maduracién y es, por lo tanto, sumamente --
sensible a cualquier tipo de insulto, permitiendo la apari-~

ci6n de las manifestaciones neurol6gicas.

Metabolismo de los Aminodcidos de Cadena Ramificada

Comc ya fue mencionado, el hecho de haber encontra-
do elevados a los tres aminodcidos esenciales dé cadena rami-
ficada leucina, isoleucina y valina asf como a sus respecti-
vos cetodcidos alfa-ceto-isoccaproico, alfa-ceto-beta-metilva-
lérico y alfa-ceto-isovalérico en muestras dé sangre y orina
de individucs afectados sugirif gue el blogqueo en la via cata
b6lica de éstos aminodcidos se encontraba a nivel de la segun
da transformaciétn, esto es, de la decarboxilacifin oxidativa y

no a nivel de su primera modificacién, una transaminacién.
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En el ser humano, el principal destino de los aminc
dcidos de cadena ramificada es su incorporacidn a la sintesis.
de proteinas. BAqguellos aminodcidos ramificados gue no llegan
a ser utilizados en esta vfa metabdlica pueden ser derivados
por una via metabdlica diferente hacia ia produccién de ace--
til-CoA, acetoacetil-CoA, propionil-CecdA y succinil-Cod, meta=
bolitos que a su vez pueden ser empleados en muchoé otros ca-
minos metabflicos (Figura 4). Esta transformacifn implica. la
participacifén coordinada de mfiltiples enzimas tanto citopléds-
micas como mitocondriales asi como una compleja interrelacidn
metabdlica resultante de la partivipaci6n de varics Organos y
modulada por el estado metabdlico particular de cada 6rgano y

del organismoc en general.
Transaminacifn

La primera transformacifn sufrida por los aminodci-
dos de cadena ramificada durante su catabolismo consiste en -
una conversidn reversible al alfa-ceto-4cidc correspondiente
por medio de una desaminacién oxidativa o por una transamina-
ci6n. Este paso, como ya se dijo, no se encuentra alterado -

en los pacientes con enfermedad de orina de jarabe de arce.

La desaminacidn oxidativa es cataliéada por una L-
amino-oxidasa con la consecuente liberacién de amonfaco. 8in
embargo, la poca actividad de esta\enziﬁa asf como su limita-
da distribucifn hacen muy poco importante este paso en los -

mamiferos. La transaminacidén difiere de la desaminacidn en -



el sentido de que el grupc amine no se libera en forma de ~-
amonfaco sino que es transferido a un aceptor de grupos ami-
no, frecuentemente alfa-ceto-glutarato, por medio de una co~
‘henzima'constituida por fosfate de piridoxal (Figura 6). De
esta mahera, el aminodcido transaminado se cpnvierte en uan -

alfa-ceto=-acido.

Aungue se han reportado mltiples casosg en los gque
la especificidad de la transaminasa parece ser muy alta para
cada aminoicido ramificado, alin en estos casos dichas transa
minasas retienen cierta actividad cuando el receptor o dona-
dor del grupc amino es reemplazade por un sustrato de estruc
tura similar. ©Por otra parte, existen también miltiples re-
portes sobre traﬁsaminasas con muy poca egpecificidad. De -
cualgquier manera, estudios cuidadosos realizados con transa-
minasa de corazdén de cerdo parecen demostrar gue una sola --
enzima transamina a los tres aminofcidos de cadena ramifica-
da. Entre otras cbservaciones, destaca el hecho de que las--
actividades relativas hacia leucina, iscleucina y valina per
manhecieron constantes durante losg siete estadios de purifi--
cacidn (Tayler y Jenking, 1966), Estas observacicnes debe--
ran de ser conciliadas en el futuro con el hecho de que en el
error innato del metabolismo conocido como hipervalinemia, el
sujeto afectado es.incapaz de transaminar dnicamente a vali-
na. Esta observacién sugerirfa la existencia de una sola -

transaminasa especffica para valina, al mencs en el hombre.
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Ihdepéndientemente de una o varias transaminasas, =
la evidencia con la gue se cuenta en la actualidad préctica--
mente no deja lugar a duda sobre su distribucifn tisular. En
la rata, la actividad de transaminacién es particularmente al
ta en el tejido renal y cardiaco. El mfisculo esquelé&tico po-
see también una considerable actividad de transaminacidn mien
tras que el higado prdcticamente no realiza ninguna transami-

nacién (Ichihara v Kovama, 1966),

Por lo que respecta a su distribucién intracelular,
estos mismos investigadores reportan una considerable activi-
dad tanto en el sobrenadante como en la fraccifn mitocondrial
lo que sugiere la posibilidad de la ekistencia de dos especies

enzimiticas con localizaciones diferentes,
Decarboxilacidn Oxidativa

El cetc&cido producide por la transaminacidn es pog
teriormente decarboxilade oxidativamente. Como ya fue mencic
.nado, es pfecisamente este paso metabSlico el gue se encuen—-—
tra alterade en los individuos con la enfermedad de orina de

jarabe de arce.

Antes de gue la enzima responsable de dicha decarbg
xilacién (deshidrpgenasé de cetolcidos de cadena ramificada -
-DCCR~) pudiera ser finalmente purificada, se presumfa, en --
funcién de evidencia indirecta, que deberia de tener una esg--

tructura y mecanismos de reaccidn anflogos a los de la piruva



to y alfa-ceto-glutarato deshidrogenasa. Esta evidencia se

basaba fundamentalmente ern experimentos disenados para deter
minar los requerimientos de cofactores de complejos enzimiti
cos tanto bacterianos como de mamiferos los cuales demostra-
ron en algunos casos, mas no en todos, requerimientos simila
res. En funcién de dicha analogia se consiaeﬁﬁ a la deshi--
drogenasa de cetodcidos de cadena ramificada como un enorme

complejo multienzimitico constitufdo por la asociacién de va
rias decarboxilasas, transacilasas y dihidrolipioloxidoreduc
tasas (Dancis, 1978; Danner, y Elsas, 1975; Goedde, 1967; --

Reed, 1957).

En un paso inicial, la ccoenzima de la decarboxila-
sa, pirofosfato de tiamina, se une covalentemente al cetodci
do en el momento de ocurrir la decarboxilacidn (Figura 7). -
El grupo carboxilo es liberado como bifxido de carbono. EL
segundo paso de este proceso enzimético consiste en la oxida
cifn del complejo pirofosfato de tiamina por el &cido lipoi-
co, grupo prostétice de la transacilasa. El &cido lipoico -
se une covalentemente al fragmento decarboxilado con lo que
la tiamina es liberada completdndose de esta manera laroxidg
cifn del cetodcido al fcido simple. Un tercer cofactor par-
ticipante en esta secuencia de reacciones.es la coenzima A,
la cual desplaza al &cido lipoico reducido y forma a la acil-
CoA derivada del alfa-ceto-8cido decarboxilado (Figura 7). A

su vez, el 8cido lipoico es reoxidado gracias a la actividad
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de la dihidrcolipeil oxidoreductasa (también denominada dihi--
drolipoil deshidrogenasa), la cual utiliza FAD como coenzima.
Por filtimo, el FAD reducido cede sus electrones a una molé&cu-

la de NAD.

Una pérdida funcicnal de cualguiera de las tres.en—
zimas mencionadas, traefia como consecuencia un bloéueo de —-—
magnitud variable a nivel de este paso metabdlico. Por otra
parte, se sabe que la misma dihidrolipoil deshidrogenasa de -
este complejo (EC 1,6.4.3.) forma parte también del complejo
de la piruvato deshidrogenasa y del de la alfa-ceto-glutarato
deshidrogenasa, pasos metabSlicos de vital importancia que ho
se encuentran afectados en la enfermedad de orina de jarabe .-
de arce. Por lo tanto, la alteracién en esta enfermedad solo
podréd localizarse a nivgl de las subunidades de decarboxila--
cifn o de transacilacién. Es importante mencionar el caso de
un paciente gue fallecif a los 7 meses de edad debido a un --
deterioro neuroiégico progresive y acidosis metabflica persis
tente., E1 estudioc postmorten de la actividad de la piruvato
deshidrogenasa en diferentes tejides (higado, cerebro, rifién,
misculo esquelético y'corazén) demostrd una disminucidén de la
misma, la cual fue debida a una deficiente actividad de la --
dihidrolipoil deshidrogenasa. Como era de esperarse por lo -
mencionado lineas arriba, las actividades de la alfa-ceto-glu
tarato deshidrogenasa y de la deshidrogenasa de cetofdcidos de
cadena ramificada también se encontraron considerablemente dis

minufdas (Taylor, et al., 1978}.



Por lo mencionado puede inferirse que uno de los -
métodos utilizados para la medicifn de la actividad de esta
enzima consiste en cuantificar la produccién de NAD reducido.
De esta manera, es8 posible estudiar la actividad del comple-
jo multienzimdtico come un todo. Sin embargo, este métode -
posee la desventaja de que para poder ser utilizado se re-—-=-
guieren preparaciones razonablemente puras de la deshidroge-~
nasa ¢ muy activas ya gque la natural turbidez de las prepara
ciones impuras dificulta considerablemente las mediciones es

pectofotométricas.

Otro método gue es frecuentemente utilizado consis
te en cuantificar la produccidn de CO2 radicactivo cuando a
la mezcla do reaccidn conteniendo la enzima, se le ha agrega
do el sustrato marcado en el grupo carboxilo. E1 empleo de
uno de los cetodcidos marcados es, claro estd, la eleccibn -~
mds l6gica. Sin embarge, posee el inconveniente de que los
ceto&cidos son sustancias muy inestables gque tienden a decat
boxilarse esponténeamente con mucha facilidad. Por ello mis
mo, tambpoco se distribuyen comercialmente por lo gque hay --
gue prepararlos en el laboratorio a lo sume unas cuantas se-
manas antes de realicar la medicifn. Por el contrario, cuan
do esta medicifin se realiza en cé&lulas intactas y no en homo
genados, es posible aprovechar la transaminacifn normal de -
la cé&lula y utilizar al precursor del sustrato, esto es, al

aminofcido marcado, el cual es razonablemente estable. Esta

TESIS CON
m;{,,m DE ORIGEN |

ST
RIS T
R T AT AT =

--u



S
Gltima metddolégia posee el inconveniente de gque al emplear-—
la no solo se estd midiendo realmente la decarboxilacidn del
cetodcido, sino también varios pasos metabflicos anteriores
tales como el transporte del aminodcido a trévés de la mem--
brana celular, su transaminacién, el transporte del ceto&ci-

do a través de la membrana mitocendrial, etc.

Por otro lado, el uso de aminodcidos marcados, al
permitir el empleo de c€lulas intactas, hace posible estar -
mis cerca de las condiciones in vivo a nivel celular y puede,

de esta manera, tener ventajas como modele clinico.

A este respecto es interesante seflalar las diferen
cias en actividad enzimética observadas por Dancis y su gru-
po utilizandc aﬁinoécidos ma:cados y fibroblastos intactos y
por Wendel y asociados al emplear cetodcidos de cadena rami-
ficada marcados radioactivamente vy fibroblastos también in--
tactos (Pancis, et al., 1977), Al alcanzar concentraciones
elevadas del cetodcido en la mezcla de reaccifn (5 mM en ade
lante} Wendel y sus colegas observaron que la mayorfa de --
las muestras celulares estudiadas de pacientes enfermos lle-
gaban a mostrar una actividad enzimdtica muy cercana a valo-
res normales y afin dentro de los valores normales. En fun--
cidn de este hallazgo, postularon la hipftesis de que en rea
1idad existen dos deshidrogenasas de cetofcides de cadena --
ramificada: una con alta afinidad por el sustratc y otra --

con una baja afinidad. Por lo tanto, los pacientes con la -
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enfermedad de orina de jarabe de arce tendrian afectada la -
enzima con una baja K, perc no aguella con una KM elevada --

M
(Wendel, et al., 1975).

Las observaciones de Wendel fuerop confirmadas més
adelante por Dancis, gquien tambi&n observdé que, a diferencia
de lo obtenido al emplear cetolcidos, cuando se emplean ami-
nodcidos marcades, no importa la concentraciédn alcanzada en
la Meécla de reaccifn, siempre podrdn diferenciarse aguellos
fibroblastos obtenidoé de pacientes de los controles norma-~—
les (Dancis, et al., 1977). Adem&s, por arriba de una con—-
centracién de 1.5 mM (de leucina) ya no hay un aumento en la
produccifn de bidxido de carbono radiocactive ni en los fibro
blastos normales ni en los de pacientes, lo gue sugiere un -
factor limitante proximal al'paso de decarboxilacidn tal co~
mo el transporte del aminodcido hacia o dentro de la cé&lula
y/0 la velocidad de transaminacifn. De existir las dos acti
vidades enzimdticas de afinidad diferente postuladas por Wen
del y sus asociados, Dancis estarfa midiendo la actividad de
decarboxilacién de la enzima con alta afinidad, la cual se--
ria, presumiblemente, la.fisiolﬁgicamente efectiva vy la que

estarfa mutada en la enfermedad de orina de jarabe de arce.

Ademis de los dos métodos seflalados lineas arriba
empleados para la determinacién de la actividad enzimdtica -
de la deshidrogenasa de cetofcidos de cadena ramificada, tam

bién es posible cuantificar especificamente la actividad de
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la primera enzima del complejo multienzim&tice, la decarboxi
lasa, mediante el empleo de aceptores artificales de electro
nes tales comc el ferricianuro. Sin embargo, este dltimo mé
todoc ha sido muy poco utilizado, en la determinacién de la -
actividad de esta enzima, a diferencia de lo ocurrido con la
piruvato deshidrogenasa, en la gue se ha empleado mis exten-

samente.

Deshidrogenasa de Cetofdcidos de Cadena Ramificada

Localizacifn tisular, celular v purificacién

La distribucién tisular de este complejo multienzl
mitico es muy amplia. Las miximas actividades han sido obser
vadas en el hfgado, rifin, corazén e intestino (Connelly, -
et al., 1968; Dancis, et al., 1961). Ademds, Dancis demos--
tré la presencia de esta enzima en leucocitos y fibroblastos
humanos en cultivo (Dancis, et al., 1963), mientras que otros
investigadores (Elsas, et al., 1974; Wendel, et al., 1973) -
"udieron observarla en células amnifticas cultivadas lo que
abri6 la posibilidad de realizar el diagnfstico prenatal de

esta enfermedad.

Por lo gue respecta a su localizacifn intracelular,
evidencias aportadas por diferentes trabajos (Johnson y -
Connelly, 1972; Wolhueter y Harper, 1%70) indican una locali

zacién mitocondrial. Aungue se ha llegado a cobservar una 1i



gera actividad en las fraccicnes citopldsmicas, ésta muy ---
probablemente es contaminacidn de origen mitocondrial duran-
. te el procesc de homogeneizacifn y fraccionamiento subcelu--

lar.

La observacidn, confirmada en todos los casos re—=
portados, de que los tres amino&cidoé de cadena ramificada -
y sus respectivos cetodcidos se encuentran elevados en la --
sangre y orina de los pacientes no tratados asf como el tipo
de hexencia de esta enfermedad (monogénica recesiva) sugiere
que la decarboxilacién de los tres cetofcidos es realizada -
por una misma deshidrogenasa. Sin embargo, Connelly y sus -
ascociados reportarcon haber separado por lo menos dos activi~
dades enziméticas en fracciones semipurificadas (unas 70 ve-
ces} de higado de bovinos (Connelly, et al., 1968). Una de
dichas actividades es especifica para los &dcidos alfa-ceto-
isocaproico y alfa~-ceto-metilval&rico y se localiza en la --
fraccifn soluble, mientras que la otra, para el &cidec alfa-
ceto~isovalérico, permanece en todo momento en el sedimento.
En investigaciones subseéuentes se confirmé que las activi--
dades enzimfticas relativas de alfa¥ceto—isocaproico y alfa
ceto-beta-metilvalérico copurificaron de manera constante --
después de Qarios pasos de purificacitn, lo gue apoyd la su-
posicifn de que por lo menos en higado bovino un sole comple

jo enzimitico decarboxilaba a estos dos cetodcidos y un se—-



gundo complejo decarboxilarfia a alfa-ceto-isovalérico (Bowden

'y Connelly, 1968).

Unos afios antes, Danner y Bowden habfan reportado
la separacifn de una actividad hacia alfa-ceto-isocaproico de
otra a alfa-ceto-isovalérico en el higade de la rata (Danner
y Bowden, 1966). Por otra parte, investigadores alemanes éngn
ciaron poco después haber podido'separar en higado de bovinoes
tres actividades enzimfticas diferentes, cada una de ellas --
aparentemente con un pH &ptimo, utilizacifn de coenzimas, va-
lores de Ky ¥ K.y modo de inhibicién, diferentes {Goedde y -
Keller, 1967). 8in embargo, los detalles sobﬁe el proceso de
purificacién v los experimentos de cinética enzim&tica nunca

llegaron a ser publicados.

Si'los hallazgos reportados para oSrganos de diferen
tes mamiIferos pueden llegar a ser extrapclados en un momento
dado al ser hﬁmano, surge inmediatamente una pregunta ¢De gue
manera, existiendo por lo menos dos deshidrogenasas de ceto--
dcidos de cadena ramificada diferentes, una sola mutacién a--
fecta a ambas enzimas ocasionando la acumulacién de los tres
cetoficidos y sus respectivos aminofcidos?, Una posible reg—-
puesta podria consistir en suponer la existencia de dos (o ——
tres) décarboxilasas diferentes agrupadas en un mismo comple-
jo multienzimético (la deshidrogenasa de cetofcidos de cadena

ramificada) y compartiendoc algura cadena polipéptidica comdn a



lag dos (o a las tres) y esencial para el correcto funciona--
miento de dichas decarboxilasas., Una mutacién en el gene --
que codificara para dicha cadena polipeptidica producirfa, -
consecuentemente, una deficiente actividad de las dos (o0 --

tres) enzimas diferentes.

Podria suponergse tambi&n, por ejemplo, gue el co--
rrecto funcionamiento del complejo requiriera de una apropia
da asociacibn a la membraﬁa mitocondrial. Si en dicha asocila
¢ifn participara alguna cadena polipeptidica, la mutacifn -~
del gene que la codifique podrfa, en un momento dado, afectar
el funcionamiento de la deshidrogenasa, independientemente -
del tipo de decarboxilasas que contenga. A este respecto se
cuenta con varios ejemplos ilustrativos entre los gue destaca
el caso de la glucuronidasa. Como se recordard, aungue el -~
papel metabSlico preciso de esta enzima se desconoce, eviden
cias recientes sugieren que participa en la degradacibn de -
glicosaminoglicanos y en la hidrélisis de ciertos metaboli--
to; conjugados (Lusis y Paigen, 1977). Se ha descubierto =~
gue para su correcto funcionamiento en el-reticulo endoplés-
mico del heéatocito y cé€lulas renales del_ratﬁn es indispen-
sable que se encuentre unida a la mewrbrana de dicho crganelo
ya que de no ser asft seré'rapidamente degradada (Ganschow y
Paigen, 1967), La protéfna gue une a la glucuronidasa con ~
la membrana microsomal es un polipéptide con peso molecular

de 64,000 bautizado por Paigen con el nombre de egasina.



Por otra parte, la consideracifn de una serie de -
factores caracteristicos de la enfermedad de orina de jarabe
de arce permiten elaborar otra posible explicacifn a este -~
problema. Los niveles plasmdticos de alfa-ceto-isocaproico
y leucina asi come los del alfa-ceto-beta-metilvalérico y -- -
los de isoleucina son habitualmente de 13 a 20 veces mayores
que los valores normales en este tipo de pacientes, mientras
gue el nivel del &cido alfa-ceto-isovaléricoc asi como el de
valina s6lo llega a ser de 4‘3 7 veces maycr que lo normal.
Més aﬁﬁ, en pruebas de tolerancia a cargas de estos aminofci
dos se ha notado que la administracifén de valina no tiene --
précticamente ninglin efecto en los niveles plasmiticos de --
leucina o isoleucina v no llega a desencadenar ni las mani--
festaciones neurclfgicas ni la aparicién del olor caracterfs
tico de la enfermedad. Sin embargo, cuando se administra --
"leucina se produce una marcada elevaci6n de los niveles plas
méticos de valina (400% en 24 horas) e isoleucina (100% en -
24 horas) asi como una répida aparicién de las manifestacio-
nes neurclégicas, sin que se lleguen a acompafar del olor ca
racteristico. Este dltimo solo se hace manifiesto después -

de la administraci6n de iscleucina (Snyderman, 1964).

Todas estas observaciocnes han sido consideradas por
algunos autores como sugestivas de gue la decarboxilasa del -
Scido alfa-ceto-isoval&rico no esté directamente afectada por

lIa alteraci6n génica y de que el blogueo primario es a nivel
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de la enzima involucrada en la decarboxilacitn del &dcido alfa-
ceto~isocaproico vy alfa-ceto-betametilvalé&rico con la conse--
cuente inhibicifn de la actividad hacia el Acido alfa-ceto-iso
valérico por la acumulacién del alfa-ceto~isocaproato (Bowden

y Connelly, 1968).

Esta posible explicacitn ha sido refutada en funcién
de variaslobservaciones. En primer lugér, la degradacién de -
los aminbécidos de cadena ramificada por leucocitos de pacien-
tes con niveles plasmiticos controladoé por el tratamiento die
térico, continfia siendo anormal. Por otra parte, el metabolig
mo de fibroblastos en cultive de pacientes con esta enfermedad
también contintia siend¢ anormal para los tres amino&cidos. Es
muy diffcil pensar gue en los medios de cultive de estas c8lu-
las se aléancen concentraﬁiones "inhibitorias" de alfa-ceto-

isocaproato.

Finalmente, el descubrimiento de variantes clfnicas
v bioquimicas de la enfermedad de corina de jarabe de arce ha-

cen dificil de sostener a esta hipStesis.

Es evidente gue unha respuesta satisfactoria al pro-
blema del nfmero exacto de deshidrogenasas de cetofcidos de -
cadena ramificada s6lo puede obtenerse a partir del andlisis
de fracciones enzim&ticas purificadas a homogeneidad. Sin em

bargo, en todos los trabajos considerados lineas arriba solo
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se alcanzaron .niveles muy bajos de purificacifn que oscila--
ron entre‘un 0.1% a un 1.0% de la actividad especifica repor
tada para los complejos altamente purificados de la piruvato
y alfa-ceto-glutarato deshidrogenasas. A pesar de los dsfuer
zos de mGltiples investigadores por conceguir preparados ra-
zonablemente puros de la(s} enzimal(s), &stoc no se conseguia,
aparentemente por la extrema labilidad de la misma. Afin los
procedimientos para homogeneizar las células debfan de ser lo
menos agresivos posibles para que la actividad enzimdtica no

se viera considerablemente reducida.

Finalmente, en 1978 Lester J. Reed y sus asociados
(Petit, et al., 1978} lograron obtener, a partir de rifién bo-
vino actividades enzimfticas purificadas o homogeneidad apa-~~
rente (250 a 300 veces a partir de extractos mitocondriales).
Dicho grade de purificacibn solo fue posible al agregar a la
fraccidén purificada la tercera enzima del complejo, estd es,
la dihidrolipeil deshidrogenasa, la cual se disocia muy fécil'
mente del complejo de la deshidrogenasa durante el procedimien
to de purificacién. Esta Gltima enzima tambi&n fue obtenida
por Reed y su grupo a partir de extractos mitocondriales de -

rifién bovine (Petit, et al., 1978).

Los estudios realizados con esta preparacién sobre
patrones de velocidad de sedimentaci6n, cromatograffa de ex--
clusién meolecular, asf como el hecho de que las proporciones

de actividades especificas para los tres cetofcidos (1.4:1.0:



2.2; alfa-ceto-isccaproato, alfa-ceto-beta-metilvaleratoe, al
fa-ceto-isovalerato, respectivamente) se méntuvieron siempre
constantes a lo largo de todo el proceso de purificacifn, su
gieren de manera importante que un solo complejo (al mencs -
en rifién bovine) realiza la decarboxilacién de los tres ceto
dcidos. Los valcres de KM aparentes obtenidos con dicho com
plejo fueron de 50, 37 y 40 micromolar respectivamsnte. Se

observd también que bajo las condiciones en las qﬁe ia piru-
vato deshidrogenasa cinasé fosforila a dicho complejo inacti
v&ndolo, la actividad de la deshidrogenasa de celtodcidos de

cadena ramificada no fue modificada en lo mds minime, Estas
observacidnes parecen Indicar que dicha deshidrogenasa no es

regulada a través de la fosforilacitn y defosforilacién.

De cualquier manera, estas observaciones no invali
dan la poesibilidad de gue en un mismo complejo multienzim&ti
co co-existan simultdneamente dos o tres tipos diferentes
de decarboxilasas. A este respecto resulta interesante sefia
lar que al someter a electroforesis (poliacrilamida/dodecil
sulfato de sodio) a la subunidad del. compleije correspondien-
te a la decarboxilasa, pudieron separarse dos bandas con pe-
sos moleculares diferentes (35,000 y 46,000). La interpreta
cifn de los autores a esta observacifn consiste en suponer -
que el Gnico tipo de decarboxilasa exiStenﬁe es una proteina
constitufda por dos subunidades. Sin embargo, todavia no es

posible descartar de manera definitiva con los datos disponi



bles la posibilidad de gue dichas bandas corresponden en rea-
lidad a dos decarboxilasas diferentes asociadas en el mismo -
complejo de la deshidrogenasa de cetolcidos de cadena ramifi-
cada. La respuesta definitiva a este problema se tendrd una

vez que se realicen los estudios apropiados de cinética enzi-

matica.

La separacién de los componentes de este complejo -
multienzimdtico y su posterior estudio por cromatograffa de -
exclusién melecular, velocidad de sedimentaci6n vy microscopfa
electrSnica han confirmade el supuesto parecido estructural -
de este complejo con el de la piruvato y alfa—cetofglutaratq
deshidrogenasas. El componente d¢ la transacilasa tiene la -
apariencia de un cubo, constitufdc probablemente por unas 24
cadenas polipeptidicas idéntiéas de 52,000 de peso molecular,
mientras que las molé&culas de la decarboxilasa parecen distri
puirse sobre la superficie del cubo de manera aniloga a la --

de los complejos mencicnados.

Interacciones Metab&licas

Recientemente se ha empezado a estudiar desde una -~
perspectiva mis integral a la deshidrogenasa de cetoficidos de
cadena ramificada a través de algunos de sus metabolitos modu
ladores asf comeo de la Interacecifin los cetefcidos (sustratos
de este complejo} con otras vias metab8licas de importancia -

para la economia celular. Como puede esperarse de este tipo



de estudios, los resultados son frecuentemente complejos y di

ficiles de interpretar.

Utilizando hepatocitos aislados, de ratas en ayuno -
de 18 &a 24 horag, Williamson y sus asociados llegaron a una --
serie de observacionés de considerable interés (Rode, et al.,
1979; Wiliiamson,‘gE al., 1979). En primer lugar, confirmaron
los hallazgos da anteriores investigadores (vedse, por ejemplo.
a Danner, et al., 1978) en el sentido de que los cetodcidos --
ramificados inhiben competitivamente entre si su decarboxila--
cidn., Obsekrvaron también gue en condiciones bhasaleés la acetil
Cok genérada a partir del &cido alfa~ceto-isocaproico es deri-
vada fundamentalmente hacia la formaci6fn de cuerpos ceténicos
y solo alrededor de un 30% es oxidada en el ciclo de Krebs ---
(williamson, et al., 1979); M&s adn, cuando estos experimen-~
tos son realizados en presencia de piruvato, &ste dltimo supri
me dicha oxidacién, a diferencia del lactato, el cual la esti-
mula. Esta-estimulacidn es debida a una baja actividad de la
piruvato deshidrogenasa ascciada con un incremento del fiujo -
a través del ciclo de Krebs en respuesta a los requerimientos
energéticos para la gluconeogénesis, Por otra parte, .la cuan-
tificacién de los niveles celulares de coenzima A libre, ace--
til-Cod, acil-CoA solubles {(probablemente isovaleril-CoA, beta-
metil-crotonil-Cok y beta-metilglutaconil-CoA) y acil-CoZ inso
lubles parece indicar que el paso limitante en el catabolismo

de los cetodclidos de cadena ramificada, cuando &stos son admi-~
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nistrados aisladamente, es distal al paso de deshidrogenacién,
aumentando al mismo tiempo la cantidad de derivados de acil-

CoA de cadena larga (insclubles).

Empleande el mismo modele experimental, se investi-
g6 la interaccifn de los ceto&cideos de cadena ramificada con
dos vias metabSlicas de gran importancia en la célula hepdti-
ca: la via de la gluconeogé€nesis y el ciclo de la urea (Rode,
et al., 1979). Se cobservé que el &cido alfa-cetoQisocaproico_
por si sblq {1 mM) practicamente no ejerce ningtn efecte so--
bre estas des vias. Sin embarge, cuando se adiciona simultd-
neamente con alanina hay un incremento considerable (B veces)
tanto en la biosfntesis de glucosa como en la produccisn de -
urea. La adicién de alfs-eceto-isccaproico, alanina, amonfaco

y ornitina produce un ligero incremento tanto en la gluconeo-

_génesis como en la sintesis deiurea. Los efectos del icido -

oleico fueron andlogos a los del decido alfa-ceto-isocaproico

pero més intensos. Dado que este Gltimo compuegto no tiene -

" ningGn efecto sobre las mencionadas vias cuando se adiciona -

propionato -0 prolina en lugar de alanina, parecerfa ser gue -
los efectos del &cido alfa-ceto-isocaproico son mediados por
una actividad aumentada de la piruvato carboxilasa. Aungque -
la influencia de la acetil-CocA sobre la pirﬁvato carboxilasa
no es de ninguna manera el finico factor fegulador de lé‘glucg
neogénesis a partir de lactato o alanina, sf parece ser uno -

de los mis importantes, En este punto es importante recordar



que la degradacifn del dcido alfa-ceto-isccaproice produce --
una molécula de acetil-CoA y otra de acetoacetato {ver Figura

4) .

Por lo que se refiere gl &cido alfa-ceto~isovaléri-
co, consistentemente se observS una inhibicién de la gliuconeo
génesis y de la biosfntesis de urea a partir de amonidco. Su
metaboligmo estd8 asociado con una reduccibn de los nucleSti--
dos de nicotinamida mitocondriales; una caida de la coenzima
A libre asf como de la acetil-CoA y una acumulacifn de inter-
mediarios de cadena media de acil-CoA. Por su parte, el fc¢i-
8o oleico invierte de manera considerable lqs efectos inhibito
rios sobre la formacién de glucosa y urea, eleva los niveles
de acetil-CoA pero no impide la acumulacién dellos intermedia

rios de cadena media de acil~CoA.

El &cido alfa-ceto-beta-metilvalérico, por el con--
trario, tiene muy poco efecto sobre la sintesis de glucosa y
urea v causa solo una peqguefla cafda en los niveles de acetil-~
boA. Aunque los intermediarios de acil-CoRA de cadena media ~
tambié&n aumentan, lo hacén en un grado menor gue con el emplec
del 4cido alfa-ceto-isovalérico. Parece ser gue la baja vele
cidad de sintesis de urea inducida con este Gltimo cetofcido
est8 asociada con una disminucifn del contenido tisular de --.
aspartato, malato, alfaceteoglutarato v glutamate. Es obvia--
mente muy dificil intentar explicar la compleja regulacién del

ciclo de la urea en funcidn de cambiocs especificos de un seclo



metabolismo. Sin embargo, dado que la alteracidén fundamental
del metabolismo, inducida por la presencia de tres cetofcidos
de cadena ramificada juntos consiste en una disminucién del -
contenido hepdtico de acetil-CoA, podria suponerse una conse-
cuente disminucifn de los niveles de oxaloacetato lo que in--
fluirfa a su vez en los niveles de malato y aspartato e indi-

rectamente en aquellos de alfa-ceto-glutarato y glutamato.

Resumiendo estas observaciones, puede decirse gue -
los efectos més notables de los cetodcidos de cadena ramifi--
cada sobre la gluconeogénesis de los hepatocitos aislados es-
t&n relacionados con la naturaleza de.los productos de sus --
vias degradativas., En particular, los efectos inhibitorios =
no llegan a presentarse ¢ lo hacen minimamente cuando la ace-
til=-CoA es un producto de.su metabolismo como en el caso del
Zcido alfa-ceto-isocaproico y alfa-ceto-beta-metilvalérico. -
Sin embargo, estos efectos inhibitorios son mis marcédos en -
el caso del dcido alfa-ceto-isovalérico el cual s6lo produce
succinil-CoA. La adicidén de cada uno de estos cetodcidos pro
duce una cafda del contenido de la coenzima A libre y una acu
milacién de derivados de acil-CoA de cadena mediana y corta.
De esta manera, el alfa-ceto-isocaproato produce tanto una --
pequefia estimulacidn de la gluconeogénesis como un ligero in-
cremento de los niveles ngacetil—CoA cuandoc lactato o alanina
son adicionados como precurscres gluconeogénicos, El alfa- -

ceto-beta~metilvalerato no tiene précticamente ningln efecto



sobre la_gluqoneogénesis y tampoco altera significativamente
los niveles de acetil-~CoA. Por otro lado, alfa—ceto—isovalg
rato causa una inhibicidén de la gluconeog€nesis a partir de
lactate y una disminucién significativa del contenido celular
de acetil-CoA. El efecto inhibitorio parece ser, sin embarco,
dependiente de sustrato, ya gue no se observd ningfin efecto -
cuando se utilizd a la alanina como precursor gluconeogénico
a pesar de que los niveles de acetil-CoA disminuyeron.en un -
35% (Rode, et al., 1979). Aungue el alfa-ceto-isovalerato --
inhibe a la gluccneogfnesis, sus efectos en el hepatocito ais
lado requieren de una baja velocidad de oxidaci6n de los fci-
dos grasos y también requiere ser metabolizado mds alls del -
punto de la deshidrogenasa de cetofcidos de cadena ramifica--
da para que la poza de acetil-~CoBA se agote. Es, por lo tanto,
poco probable que los episodios hipoglicémicos de la enfermedad
de orina de jarabe de arce sean debidos a una alteracién de 1la
gluconeogénesis. Ello posiblemente podria ser debide a la es
timulacifn aumentada de la liberacifn de insulina por el &ci-
do'alfa—ceto“isocaproico {Rode, et al., 1973%). Sin embargo,
Haymond y sus asociados reportaron no haber observaéo en nin-
glin momento niveles de insulina mayores de 5 micro unidades -
por ml en un paciente con enfermedad de orina de jarabe de —-
arce sometido a ayuno y con signos evidentes de hipoglicemia
(Haymond, et al., 1973). En dicho trabajo lds autores conclg
yeron gque lg hipoglicemia pareceria ser debida a un defecto -

de la gluconeog@nesis a partir de aminodcidos la cual no pue-
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de ser explicada por alteraciones de las enzimas gluconeogéni-~
cas limitantes. M&s bien pareceria ser que lo gue ocurre es -
una derivacién preferencial de sustratos de tres dtomos de car
bonc provenientes de aminodcidos hacia glutamina, lo cual oca-
sionaria una disminucidn neta en la produccién de oxaloacetato

vy gluconecgénesis deficiente (Haymond, et al., 1973).

Varianteg de la Enfermedad

En 1961, M. D. Merris v sus colegas describieron el caso
de una paciente en la.que, a diferencia de todos los casos re-
portados son anterjoridad, la aparicién del cuadro clinico no
ocurrifé a los pocos dias del nacimiento sinc varios meses mas
tarde {(a los 16 meses de edad) (Morris, et al., 1961). Ademés
como caracteristica notable de este caso debe éeﬁalarse que la
paciente sobrevivi$ a las manifestaciones neurcldgicas de la -

enfermedad.

Poco tiempo despu&s, T. Rokkones y R. Kiil reportaron un
caso similar en el cual la paciente, de 15 meses de edad y la
sequnda de dos hijos, fue admitida al hosgpital por un cuadro -
de otitis media, historiarde breves convulsiones tbnicas asi -
como letargia (Kiil y Rokkones, 1964). Er el momento de su --
hospitalizacidn estaba semicomatosa y con un extrano olor a --
"curry" (en Noruega, pafs al gue pertenece esta paciente, el -
jarabe de arce no se conoce). La cromatografia de orina reve-
18 una excesiva excrecidn de leucina y valina, Se le did un -

tratamiento a base de soluciones electroliticas y glucosa asi



como antibioticoterapia con lo gque pudo ser dada de alta satis
factoriamente. Su desarrollo tante fisico como mental ha sido,

y continfia siendo, completamente satisfactorio.

Utilizando leucocitos intactos asi como aminodcidos
de cadena ramificada marcados radiocactivamente en el grupo car
boxilo (l4¢), Dancis cuantificd la actividad de la deshidroge-
nasa en los pacientes menciconados asf come en los hermanos —=
afectados encontrando una actividad enzimftica reducida aunque
no a niveles tan bajos come en aguellos casos con un cuadro --

"elasico" de enfermedad de orina de jarabe de arce.

En virtud de gque en esta variedad de la enfermedad -
el cunadro clinico s6lo se presenta asociado con cualquier tipo
de estrés {fundamentalmente infecciones) gue afecte al pacien-
te, encontré&ndose clinicamente norﬁal entre estos episodios, a
este .tipo de variedad de la enfermedad de orina de jarabe de =~

arce se le conoce como "intermitente".

Mas adelante, J. D. Schulman y sus asociados reporta
ron el caso de una paciente de 20 meses de edad y con un consi
derable retraso mental, hija de padres no emparentados entre -
si. Ademés, al ser hospitalizada para estudiar su retraso si-
comotor, se aprecié el olor caracteristico a jarabe de arce de
su sudor y orina y su madre afirmé haber notado dicho olor dei
de los primeros dfas del nacimiento de la paciente (Schulman,

et al., 1970). 8in embargo, nunca presenté episodios neurcld-



gicos de ninguna naturaleza (convulsicnes, ataxia, vémitos re-
petitivos, etc.}, ni siquiera cuandc sufrié una neumonia esta-—
filocbcica, A través de la cromatografia en papel pudo demos-
trarse una marcada elevacidn de leucina, isoleucina y wvalina -
en el plasma de la paciente. Los estudios de actividad enzimd
tica tanto en leucocitos como en fibroblastos intactos emplean
do aminodcidos radioactivos nuevamente mostraron una considera
ble disminucién de actividad con respecto a controles normales
pero, interesantemente, no tan baja como en el caso de los pa-
cientes con la forma clisica de la enfermedad. En funcién de

estos hallazgos, Schulman y sus colaboradeores denominarcon a es

ta nueva variedad como "intermedia®.

La diferencia fundamental entre esta variedad y la -
intermitente radica bdsicamente en la presencia constante de -
cantidades aumentadas de los amincfcidos y cetofcidos de cade-
na ramificada en la sangre y orina de los pacientes con la va-
riedad intermedia asi como un considerable grado de retraso --

mental.

Pogteriormente, Charles Scriver y sus asociados de -
la Universidad de McGill, Canada, reportaron el caso de una pa
ciente de 1l meses de edad que presentaba comc (nica manifesta
¢idn ¢linica, retraso mental (a esa edad, su coeficiente inte-
lectual correspondia al de un nific de 4 meses de edad) (Scri--

ver, et al., 1971). La cromatografia de una muestra de su ori



na reveld la presencia en excesc de los treg aminodcidos de ca
dena ramificada. Ademis, tantc esta muestra como las subse---
cuentes mostraron el caracteristico olor a jarabe de arce. La
concentracibn plasmitica de leucina, isoleucina y valina fue ~
unas 5 veces mayor que lo normal. En funcidn de lo benigno -
del cuadro clinice vy de la naturaleza de las anormalidades bio
quimicas se pensé que este caso corresponderia a alguna varie-
dad diferente de la cléAsica. Por esta razdn, se prescribid a

la paciente la ingesta diaria de 10 mg (20 veces lo normal) de
hidrocloruro de tiamina, con la esperanza de gue este caso se

comportara como una depehdencia vitaminica {(como se recordari,
esta vitamina es el precursor de la coenzima de la fraccién de

la decarboxilasa, pirofosfato de tiamina).

Bajo este tratamiento, las concentraciones plasmiti-
cas de los tres aminodcidos disminuyeron abruptamente. Al sus
penderse la administracién de tiamina los niveles de los amino
8cidos mencionados nuevamente se elevaron para volver a descen
der al reiniciarse el tratamiento vitaminico. No fue necesario
en ningfin momento complementar dicho tratamiento con una dieta
libre o baja en contenido de aminodcidos de cadena ramificada.
Por todo ello, a esta nueva variedad se le denomind "enferme--

dad de orina de jarabe de arce con respuesta a la tiamina”.

Elsas y sus ascociados han investigado el posible mo-

do de accifn de la tiamina sobre la deshidrogenasa de cetodci-



dos de cadena ramificada de individuos normales v enfermos, -

tanto in vivo como in wvitro {Elsas, et al., 1976}. Observa--

ron gue despuds de tres semanas de administracidén de 150 mg de
tiamina aumenté la utilizacidén in vive de los aminodcidos de -
cadena ramificada tanto en los controles como en los pacientes
con enfermedad de orina de jarabe de arce. Dado gue la tiami-
na no aumentd directamente la cantidad de deshidrogenasa hepéd-
tica ni de fibroblastos, pareceria ser gue su efecto es a tra-
vés de una estabilizacifn de la enzima con un consecuente in--

cremento en su vida media biolSgica (Eisas, et al., 1976).

Ademis de las cuatro variedades arriba resumidas --
(cldsica, intermitente, intermedia y tratable con tiamina) en
los Gltimos afos se han feportado dos variedades m&s. En una
de ellas, reportada por R. A, Harkness y sus colaboradores, --
se observé una actividad enzimftica pr8cticamente normal en -~
las células amnidticas y leucocitos de un paciente recién naci
do y quién; a pesar del tratamiento diet@tico iniciado a los =~
pocos dias de su nacimiento, mostrd concentraciones plasméti--
cas de los aminodcidos de cadena ramificada sumamente elevadas
asi como de los respectivos cetofcidos. No se observd ninguna
regpuesta al tratamiento con altas dosis de tiamina. Dado que
no se encontrd evidencia del defecto enzimdtico clasico, fueron
investigados otros pasos metabdlicos que pudiesen estar invo--
lucrados. El sistema de transporte celular para leucina y fe-

nilalanina en los eritrocitos fue completamente normal al igual
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gue la transaminacién de los tres amincdcidos ramificados =--

(Harkness, et al., 1977}.

Aungue no se ha podido llegar todavia a una respues
ta razonable‘para la interrogante de esta variedad, una hipd-
tesis interesante es aguella gue supone que el defecto enzim§
tico solo estaria confinado a ciertos tejidos metabSlicamente
activos (como higado y rifién) y ne es aparente a nivel de leu

cocitos, fibroblastos y células amnidticas.

Finalmente, 8. M. Pueschel v su grupo reportaron en
1979 el caso de un nipo de 4 anos de edad que por su historia
clfnica podfia ser considerado como afectado vor la variedad -
intermitente de la enfermedad. Sin embargo, este paciente -~
mostrd una respuesta considerablemente mis satisfactoria al -
tratamiento dietético cuando éste se acompafi® de la adminis--

tracifn de tiamina (Pueschel, et al., 1979).

En un esfuerzo‘por lograr una clasificacifn mis 16-
gica de las diferentes variedades de la enfermedad de orina -
de jarabe de arce (clédsica, intermedia, intermitente, etc.) -
Dancis ha agrupado a estas diferentes variantes en 3 grados -
de acuerdo a la severidad y momento de aparicién del cuadro -
clinico; a la tolerancia a la ingesta de protefinas y a la pro
porcidn de actividad enzimftica residual observada en leucoci
tos o fibroblastos en cultivo {Dancis y Levitz, 1978). De -

acuerdo a esta clasificacidn, los tres grados se caracteriza-
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rian de la siguiente manera:

Grado 1. En este caso, la tolerancia a la ingesta de ami
nofcidos de cadena ramificada por arriba de los
reguerimientos para el mantenimiento y crecimien
to es extremadamente limitada. Ademfs, los sig
nog y sintomas clinicos aparecen en una época -
muy temprana de la vida y, en ausencia de trata
miento, toman un curso rapidamente progresivo y
habitualmente fatal. La actividad enzimitica -
de los fibroblastos oscila entre niveles de 0 y
2% de los varlos normales. A este grado corres

ponderia la variedad denominada "clésica".

Grado 2. Este tipo de pacientes tolera una ingesta protei
ca entre 1.5 y 2.0 g por kg de peso corporal, -
lo gque frecuentemente es suficiente para satis-
facer los requerimientos de aminofcidos para el
\crecimiento y desarrollo. EL cuadro c¢linico mu
chas veces aparece tardfamente (v.g. cuando se
introduce leche de vaca a la dieta) vy es mucho
mis benigno gue en el caso anterior. Sin embar
go, ello puede ocasionar que escape a la aten--
cién del mé&dice y llega finalmente a producir -
seripos trastornos sicomotores. La actividad en
zimdtica de los fibroblastos de este tipo de —-

pacientes oscila entre un 2.0 y un 8.0% de los



valores neormales. La variedad intermedia se con

sidera actualmente come equivalente a este grado.

Grado 3. Zos individucs considerados en este grado tienen
una amplia tolerancia a la ingesta proteica. Ha
bitualmente, el cuadro clinico solo se manifies-
ta durante ataques agudos de aestrés, particular-
mente infecciones, aunque en ocasiones llega a -
presentarse $in una causa aparente, Durante -—-
esos episodios, el paciente se observa irritable;
anorédxico, con ataxia y con el caracteristico —-
olbr a jarabe de arce. Ocasionalmente,~2l sua--
dro puede progresar a convulsicones, coma y muer-
te. La actividad enzimética de estos pacientes
oscila entre un 8.0 v un 15% de los valores'nor-
males. La variedad originalmente denominada in
termitente guedaria considerada dentro de este -

grado.

Aunque dentro de esta clasificacién Dancis no hace -
ninguna consideracién con respecto a aquellas variedades que -
han resbondido a un tratamiento con tiamina, puede afirmarse -
gue en base a la historia clinica y a las mediciones de activi
dad enzimAtica, se tendrfian casos grado 2 & 3 gue respondan a
la mencionada vitamina tales como los considerados lineas arri

- ba. Aungue todavia no ha sido deserito ningfin paciente con -



una actividad enzimdtica entre 0 y 2% con respecto a los con--
troles normales y que responda a un tratamiento con tiamina, -

ello es, al menos en teoria, perfectamente posible.

DiagnSstico

El diagndstico de la enfermedad al momento del naci-
miento es muy dificil ya gque el producto estuve protegido du--
rante toda la gestacidn por el metabolismo materno. De esta -
manera’ dﬁrante los dfias inmediatos al nacimiento los niveles
ﬁlasméticos de los amincicidos de cadena ramificada si bien ~-
van en aumento, toaavia se encontrarén dentro de limites norma
les. Al final de la primera semana, sin embargo, la acumula--
cifn tanto de los aminoicidos como de sus respectivos cetodci-
dos en plasma y orina seri lo suficientemente elevada como para
calificarla de anormal. La ripida determinacifn de estos meta
bolitos en los liquidos fisiolbgicos es posible mediante el --
empleo de varios tipos de cromatograffa (en papel, en capa fi-
na, por intercambio ifénico), o bien la prueba de Guthrie para
leucina. La confirmacidén definitiva del diagnSstico solo po--
dri hacerse en base a la medicibn de la actividad enzimética -

involucrada, en leucocitos o en fibroblastos en cultivo,

Como ya se menciond al principio de este capitulo, -
de no instituirse una terapefitica adecuada el paciente presen-
tari répidamente un cuadro progresivo y severo de deterioro --

sicomotor totalmente inespecifico. El finico signo que podria
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considerarse como patognoménico de esta enfermedad es el del

clor a jarabe de arce de la orina del paciente. Sin embargo,
el diagndstico deberd de ser confirmado mediante la determi-

nacidén de los amincdcidos ramificados en plasma ya gue, curio
samente, se han reportado dos casos en los gue la orina de -

los nifios presentd temporalmente el olor caracterfistico aun-

qgue los exdmenes de laboratorio excluyeron el diagnSstico --

(Dancis y Levitz, 1978}.
Tratamiento

Los principios del tratamiento de la enfermedad de
prina de jarabe de arce son, en teoria, bastante simples. --
Una vez gue el diagnéstico ha sido establecido, el paciente
es sometido a una dieta de aminéécidos en la que los de cade
na ramificada son omitidos y a la que se agregan los suple--
mentos necesarios de carbohidratos, grasa, vitaminas y sales
minerales. Una vez gue los niveles plasmdticos de los amino
dcidos de cadena ramificada han descendido a valores norma--
les; dichos aminofdcidos se reincorporan a la dieta en canti-
dades suficientes para satisfacer,‘pero no sobrepasar, los -
requerimientos de los mismos. Los requerimientos de los ami
no&cidos restantes son satisfechos con el emplec de mezclas
de aminofcidos purcos ¥ de alimentos naturales apropiados. -
Esto filtimo es necesario ya gque de esta manera puede llegar
a evitarse la omisidn de componentes dietéticos todavia no =

identificados como esenciales.
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Sin embargo, el tratamiento arriba sefialado es bas--

tante mi&s complejo. Las principalesg razones de dicha comple-

jidad son:

L.

Son tres v no solamente uno los aminodcidos involu—-
crados en este problema y los requerimientos de cada
uno de ellos deberid de ser determinado de manera in-
dividual, lo que regquiere de una cuidadosa sﬁpervi——

sifn de laboratorio.

Relacionado con el punto anterior, es necesario sena
lar gue no existen métodos sencillos para la determi
nacién de estos aminofcidos. En la actualidad, el -
método m&s confiable con el que se cuenta es.el de -
la cromatografia automatizada de intercambio ifnico.
Puede usarse también el ensayo de inhibicifn micro--
biclégica de Guthrie para semicuantificar a la leuci
na aungue no es tan preciso como el método cromato--

griafico.

Independientemente del método utilizado, al principio
del tratamiento las cuantificaciones de los amino&ci
dos plasmidticos deherin de hacerse diariamente ya --
gque es sumamente critico.tanto el excesc como la de-
ficiencia de estos aminodcidos. La insuficiencia de
los mismos puede f8cilmente llegar a interferir con

el crecimiento del paciente y, en algunos cascs, llie



var a la autodegradacitn de la proteina tisular con
una paradéjica elevacidn secundaria de los aminoaci

dos ramificados.

3. Relacionado tambi&n con el .puntc 1 estf el hecho de
gue la mayoria de los alimentos tienen un contenido
elevado de los aminodcidos de cadena ramificada por
lo gue la dieta deberd basarse frecuentemente en el

uso de aminodcidos purificados.

4. Con relativa frecuencia ocurren recaidas, afin en pa
cientes bien controlados, especialmente durante los
primerog meses de la vida. Estas recaidas, asocia-
das a diversos estados de estré&s, pueden llegar a -

" ger muy serias e incluso poner en peligro la vida =
del paciente. Habitualmente son precedidas por mani
festaciones de anorexia, olor a jarabe de arce y --
episodios de ataxia seguidos de letargia y convul--
sioneg. El principal factor desencadenante de estos
atagques muy probablemente sea un catabolismo aumen-
tado de las proteinas corporales con un alto‘conte-
nido de aminodcidos de cadena ramificada y acumula-

cidén aguda de los respectivos cetofcidos.

No existe todavia ninguna indicacién sobre cuando -
podrd llegar a interrumpirse el tratamiento dietético en es-

tos pacientes. Sin embargo, la experiencia ganada con nifios



afectados de diversas variantes de la enfermedad indican que
alin en edades tan relativamente tardias como los 8 afios, una

elevacidn aguda de los niveles plasmiticos de aminodcidos de

 cadena ramificada puede llevar a un desenlace fatal. Es por

ello gque para evitar cualquier problema, el tratamiento de -

este tipo de pacientes deberi realizarse preferencialmente en

aguellos sitos gue cuenten con el perscnal e instrumentacidn
adecuada para la cuantificacidén répida y frecuente de los =--
amincdcidos plasmiticos con el f£in de estar en posibilidad de
indicar répidamente cambios dieté&ticos, administracién de --
fluidos y electrolitos y, en casos necesarios, exsanguineo——

transfusiones y didlisis peritoneal.
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CAPITULC IIX
MATERIAL ¥ METODOS

Estudios Diagndsticos

Cromatograffia bidimensional ascendente para amino&ci

dos urinarios (Shaw, et al., 1971).

Papel Whatman No. 1 (Whatman Ltd.}, en hojas de 20 x 20 cms

Cuba rectangular Pyrex de 12 pulgadas por lade (Corning -

Glass Co.) para cromatografia.

Sistema de solventes para la primera dimensidn:

Piridina (merck) 45,0%
Acetona (Baker Analyzed) 30.0%
Anmonfaco (Baker Analyzed) 12.5%
Agua bidestilada 12.5%

Sistema de solventes para la segunda dimensién:

2-propanol (RBaker Analyzed) 80.0%
Acido f&rmico al 89% (Baker

Analyzed) 10.0%
Agua bidestilada 10.0%

Solucién para el revelado del cromatograma:

Ninhidrina (Merck) 2.5 g
Isatina (Merck) 50.0 mg
2,4~lutidina (Merck) 10,0 ml
Acetona (Baker Analyzed) 1000.9 ml

Procedimiento: La cromatografia bidimensional ascen

dente para amonidcidos es realizada bajo el principic general
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de emplear vollmenes de orina equivalentes a 25 microgramos -
de creatinina o bi&n, 100 microlitros de ultrafiltrado sérico
(Shaw, et al., 1971). Dichas alicucatas se aplican & 2 cm de
una de las esguinas del papel filtro cuidando que el &rea hu-
medecida no sé expanda demasiado. Para tal efecto puede em--
plearse, a intervalos, una pistola de aire caliente. Es nece
sario sefialar la gran importancia de utilizar durante todas -
egtas manipulaciones del papel, guantes desechables con el ob
jeto de no impregnarlo con aminofcidos digitalés. Los pape--—
les filtro conteniendo la muestra son colecados en marcos apro
piados de'aluminio“anodizado de 20 x 20 x 25.5 cm y separados
entre si por roﬁdanas del mismo maferial. A su vez, el marcoc
con le papeles se coloca sobre una charola de aluminiorano——
dizado o acero inoxidable de 28 x 28 x 5.1 cm gue contenga --
250 ml del sistema de solventes deseado. Finalmente, la charo
la; junto con el marco gue soporta a los papeles, se coloca -~
en la cuba de cromatografia. El tiempo de la corrida es de -

16 horas.

Al té&rmino de la corrida se deja secar a los croma-
togramas por lo menos durante 1 hora a temperatura ambiente. -
Para visualizar a los aminofcidos se sumerje uniformemente el
cromatograma en una charola con la solucibn reveladora y se --
deja que seque en un gitio protejido de la luz solar directa.
Las manchas comienzan a aparecer uncs 15 minutos més tarde y -

la inspeccidn Sptima se realiza entre las 2 y 3 horas poste---



riores al revelado, mediante el auxilio de un negatoscopio.

Cromatografia unidimensional descendente para ami--

nodcidos plasmiticos (Shaw, et al., 1971).

Papel Whatman No. 3 (Whatman, Ltd.), en hojas de 57 x 17.5

cm.

Cuba cilindrica Pyrex de 12 x 24 pulgadas (Corning Glass,

Co.) para cromatografia,

Sistema de solventes:

Butanol (Baker Analyzed) 12.0 vollimenes
Acido Acé&tico {Baker Analyzed) 3.0 vollmenes
Agua bidestilada 5.0 volumenes

Solucién estdndar: contiene los siguientes aminodcidos a
una concentracidn de 10.0 mg%: leucina, metionina, tiro-
sina, alanina, &cido glutémico, glicina, homocistina, &dci
do argininosuccinico, c¢istina, cistidina, histidina, cis-
tationina, fenilalanina y glutamina. Contiene ademds pro
lina, a una concentracién de 20.0 mg%. Todos los aminod-
cidos fueron adquiridos de Calbiochem.

Procedimiento: Manejando el papel filtro con el cuil
dado ya sefialado, s8¢ aplican 5.0 microlitros de suero en cada
uno de los 6 canales laterales (3 a cada lado del séptimo ca-
nal, el central}. BSe colocan 10.0 microlitros de la solucidn
del estindar en el canal central y una vez gue las aplicacio-
nes han secado, se acomoda el cromatograma en ias canastillas
del solvente. El1l tiempo de la corrida es de aproximadamente

18 a 20 horas. El revelado se realiza de una manera andloga

al de los cromatogramas bidimensionales empleando la solucidn
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ninhidrina.

Cromatografia en capa fina para dinitrofenilhidrazo-

nas en orina (Thomas y Howell, 1973).

Hojas de silica gel {Merck, de 20 x 20 cm, cortadas con -

tijeras a 10 x 10 cm.

Cuba chica Pyrex (Corning Glass, Co.) para'cromatOgrafia.

Sistema de solventes:
Alcohol isocamilico (Baker Analyzed) 95.0%
Hidréxido de amonic0.25 N (Baker
Analyzed) 5.0%
2,4-dinitrefenilhidrazina, 0.28%:

2,4-dinitrofenilhidrazina (Merck) 6.7 g
Acido clorhidrice 1 N 250.0 ml

Mezcla de_extracciég cloroformé*etanol:

Etanol (Baker Analyzed) 100.0 ml

Cloroformo (Baker Analyzed) 400.0 ml
Procedimiento: A una cantidad de orina equivalente
a 0.4 mg de creatinina se le agregan 2.0 ml de la solucién de
dinitrofenilhidrazina, mezclandose bien. Unos 30 minutes des~
pués se transfiere la mezcla a un embudo de separacidn ¥ se --
extraen las hidrazonas formadas, con tres porciones de 15.0 ml
cada una de la mezcla de cloroformOwetanol; Se descarta la --
orina y se juntan las tres porciones de extraccidn. De esta -
mezcla se extraen las hidrazonas con 15.0 ml de una solucifn -

de carbonato de sodio al 10.0%. Se descarta la mezcla de clo-
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roformo~etancl y se conserva la de carbonato de sodio, la cual
se "lava" con 10.0 ml de clorcfermo—etanol y postericrmente se
acidifica a pH 2-3 por adicibdn de uncs 5.0 ml de HC1 5 N. Se

vuelve a reextraer la solucidn acidificada con cantidades suce
sivas de 10.0, 5.0 ¥ 5.0 ml de la solucidn de cloroformo-eta--
nol, la cual.se conserva ya que contiene los derivados de los

cetodcidos. BSe agrega una pequefia cantidad de sulfato de amo-
nio anhidro y se filtra, conservéndose el filtradeo claro el --
cual.se evapora a sequedad con un flujo suave de aire. Final-
mente, se disuelve el precipitado en un volfimen final de 0.5 ml

de etanol.

De la solucidn final se aplican 5.0 microlitros en -
la placa de silica-gel, a 2.0 cm del borde de la misma y una -
vez que ha secado se coloca en la cuba de cromatografia dejan-
do correr a los solventes de 4 a 6 horas. Al finalizar la -~
corrida se deja.que seque la placa a la temperatura ambiente -
en una atmdésfera de aire seco. El complejo alfa-cetodcido-2,4-
dinitrofenilhidrazona se localiza fdcilmente por la aparicidn

esponténea del color amarillo gue le es caracteristico.

Prueba cualitativa de dinitrofenilhidrazina para com

puestos ceto (Thomas y Howell, 1973).

Reactivo de dinitrofenilhidrazina:

2,4-dinitrofenilhidrazina (Merck) 0.7 g
Acido clorhidrico 1 N (Baker Analyzed)
250.0 ml
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Procedimiento: Se filtra la orina v a 1.0 mi de es-
te filtrado se le agrega 1.0 ml del reactivo de dinitrofenil--
hidrazina. Inmediatamente despug&s de haber agregadc el reacti
vo, la solucidn se ve clara, de color amarillo-anaranjade pdli
do el cual persistird si la prueba es negativa. La prueba se
considera positiva cuando se forma una turbidez o precipitado
amarillento o amarillento-blangquecino unos 5 minutos después -

de haber agregado el reactivo de dinitrofenilhidrazina.

Determinacidn de aminofcidos plasméticos por croma--

tografia automatizada de intercambio idnico.

La muestra de sangre obtenida para determinacidn de
amincdcidos esrcentrifugada a unas 3,000 rpm en una centrifuga
clinica con el objeto de separar el plasma. A &ste filtimo se
le agrega un volumen igual de una sclucidn del estindar inter-
no (nor-leucina disuelta en cloruro de litio 0.48 N, pH 0.9, =~
a una concentracidn de 3 microgramos por ml.)}). A continuacidn,
el plasma es desproteinizado por ultrafiltracidn y de este ul-
trafiltrado se toman de §6.2 a 0.5 ml para ser inyectados en un
autoanalizador de aminoéc;dos Technicon con columna de inter-—-

cambio idnico.

Cuantificacién de leucina por el método de inhibicién

microbiolégica de Guthrie {(Shih, 1973).



Papel filtro Schleicher y Schuell No. 903 (Scientific -

Products).,
Perforador para papel de 1/8 de pulgada de diZmetro

Charoclas de pléstico estireno de 17.8 x 28 cm con cubier-—

ta.
Estufa de incubacidn a 37°C

Medio minimo de cultivo de Demain modificado, constituido

por:
Dextrosa 10.0 g/l
H,HPO, 30.0 g/1
Kﬁ PO 10.0 g/1
2rY4 g
NHaCL : -0 g/1
NH4NO3 1.0 g/1
Na,S504 - 1.0 g/1
Acido glutémico 1.0 g/1
Asparagina 1.0 g/L
L-alanina 1.0 g/1
Solucifn salina 10.0 ml
MgSO4. TH,0 60.0 g
MnClo.4H30 1.0 g
FeCl3.6H,0 1.0 g
CaClsy 0.5 g
Aforar)a 1000.0 ml

B. subtiles ATCC 6051

Inhibidor: 4~azaleucina

Procedimiento: Preparacidn del medio de cultive: --
La dextrosa se prepara como una solucidn al 10.0% y se esteri-
liza por separado. El resto de los componentes se disuelven -
en 900.0 ml de agua destilada y se ajusta el pH a 6.8 - 7.0, ~

La solucidén se coloca en botellas de tamafio adecuado y se estg



riliza en autoclave. BAntes de usarse, 9 partes de la solucién

se mezclan con 1 parte de la solucidn de dextrosa.

Preparacifn del inhibidor: A una concentracitn de -

6.7 x 1077

M de 4-azaleucina, se obtiene una zona de crecimien
to Gptimo en el rangc de 1.0 a 10.0 mg/100 mt de leucina, sien
do la concentracidn plasmitica normal de este amincfcido de —-
2.0 a 4.0 mg/1l00 ml. La solucidn del inhibidor es preparada -
de tal manera gue se necesite menos de 0.5 ml de dicha solu---
cidn para alcanzar la concentracifn arriba mencionada por cha-

rola. La cantidad &6ptima de inhibidor podrid variar en funcién

de las diferentes cepas de B. gsubtilig.

Preparacidén del inbculo: Las esporas de B. subtilis,
cepa ATCC 6051 son distribuidas comercialmente por Ames Co., -
Elkhart, Ind. en viales de 10.0 ml. A partir de dicha prepara
cifén se hace una dilucifn de 1 en 5 con medio de Demain y se -

utiliza una décima de mililitro por charcla.

Preparacibn de la charola de prueba: Se disuelven -
30.0 g de agar en 1000.0 ml de agua destilada colocada en bafio
maria con agua hirviendo. Una vez que el agar se ha disuelto
completamente, se deja enfriar hasta 50-55°C. Al alcanzarse -
esta temperatura se agregan el inhibidor, el indculo (el cual
también estd a la misma temperatura) y un volumen igual de me-

dio de Demain, mezclandose de manera homog&nea. De esta mez--
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cla se colocan 150.0 ml en cada charola de pléstico de 17.8 x

.28.0 cm con lo que se obtiene una capa de medio de cultivo de

grosor apropiado. Las charclas pueden reusarse gsin necesidad

de ser esterilizadas.

s

Preparacidn de los especimenes de control: Puede --
utilizarse sangre descartada por un banco de sangre en funcidn
de su fechg de vencimiento. Se cuantifica en un analizador de
aminofcidos su contenido de leucina y a diferentes alicuotas -
se le agrega la cantidad necesaria de leucina para obtenar con
centraciones de 4.0, 6.0, 8.0, 10.0, 12.0 ¥y 20.0 mg/100 ml, --
De estas alfcuotas se aplican muestras al papel filtro 8.8, —--
903 para formar manchas de 3/8 a 1/2 pulgada de diametrc. Una

vez gue han secado a temperatura ambiente, las hojas pueden --

_guardarse a 4°C en desecacibén. Antes de su uso deberén de ser

autoclaveadas al igual que el papel filtro problema.

Preparacidn de la muestra problema: En hojas de pa-
pel filtro S.S. 903 se colocan gotas de sangre del paciente --
procurando gque alcancen un difimetro de por lo menos 1 cm (3/8
de pulgada). Después de que han secado, se coloca a los pape-
les fiitro en autoclave por 3 minutos antes de ser utilizados

para la cuantificacifn.

Procedimiento para la cuantificacifin del aminodcido:
Una vez que el agar se ha endurecido, se colocan las muestran

problema {(en forma de discos de papel filtro con sangre de --
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unos 3.0 mm de difmetro-l1/8 de pulgada-), separadas entre si -
por 2.5 cm. En la hilera intermedia se coloca una serie de —-
discos controles. De esta manera, cada charola puede.acomodar
un total de 72 discos en 6 hileras de 12 discos cada una. La

charola se incuba a 37°C durante la noche.

Para la interpretacidn se examina la cﬁarola en bus-
ca de la presencia de halos de crecimiento de B. subtilis alre
dedor de los discos problema. Para semicuantificar a la leuci
na preseﬁte en la sangre. dél paciehte, se coimpara el difmetro
del halo alrededor del disco problema con los halos de los dis

cos controles.

Con esta prueba, valores de mfs de 4 mg/l100 ml de --
leucina se consideran anormales.
Cultivo de Tejidos

Medio de cultivo: medio minimo de Eagle (modificado)

con 12% de suerc bovino fetal.

MEM en pulvo (NABI) 9.8 g/1
NaHCO3 (Mallinckrodt) - 2.2 g/l
Piruvato de sodio, 200 mM (Calbiochem} 5.0 ml
NucleGsidos sin guanosina, 100X

{Calbiochem) 10.0 ml
Guanosina, 33X (Calbiochem) 30.0 ml
Acido ascdrbico, 1% (Merck) 0.5 ml
Suero bovino fetal (Microbiological :
Associates) 120.0 ml

Agua bidestilada 835.0 ml



Procedimiento: En un matraz de Erlenmeyer ge colo-
ca el agua bidestilada a la gue se agregan cada uno de los --
componentes arriba mencionados (excepto el bicarbonato de so-
dic, el cual se agrega hasta el fipal para facilitar su disc-
lucién), manejando esterilmente al piruvato de sodio, nucled-
sidos, guanosina, dcido ascHrbico y suero bovino fetal., Se -
agita la mezcla empleando una barra magnética y se le adicio-
na, por ﬁltimo, el bicarbonato de sodio. Se ajusta el pH a -
aproximadamente 7.2 y se esteriliza por filtracifn a presidn

en un filtro Millipore de 0.22 micras. Se conserva en refri-

geracidn bajo condiciones estériles.

Piruvato de sodio, 200 mM:

Piruvato de sodio (Calbiochem) 2.2 g
Agua Bidestilada 200.0 ml

Nuclebsidos sin guanosina:

Adenosina (Calbiochem) 1.5 g

Timidina (Calbiochem) 1.5 ¢

Citidina {Calbiochem) 1.5 ¢

Uridina (Calbiochem} 1.5 g

Agua bidestilada 1000.0 ml
Guanosina, 33X:

Guanosina (Calbiochem) 0.5674 g

Agua bidestilada 1000.0 ml
Acido asedrbico, 1.0%

Acido ascSrbico {Merck) 1.0 g

Agua bidestilada ©100.0 ml
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Antibidticos de Eagle:

Penicilina G potisica (Squibb) 1.106 U.I.
Estreptomicina (Squibb) 1.2 g
Aureomicina (Cynamid} 0.025 g
Agua bidestilada . 100.0 mi

Preparaéién: Todas las soluciones se preparan por -
sepafado agregando en un matraz Erlemmeyer, al volumen de agua
indicado, la cantidad necesaria de la sustancia s6lida. YLas -
soluciones se esterilizan por filtrado'a través de un filtro de
0.22 micras (Millipore). Se conservan en refrigeracién excep-
te el &cido ascdrbico y los antibifticos, los cuales se guar—-
dan en congelacifn y se protegen de la luz envolviendo al reci

piente con papel aluminio.

Solucién de verseno:
EDTA (Sigma de Mé&xico 1
NaCl (Mallinckrodt) 4
KCcl (Mallinckrodt) 2.
Tris-base (Sigma de M&xico) 1
Rojo de Fenol, 1.0% (Merck) 0
Agua bidestilada 500

Solucidén de tripsina:
Tripsina {Merck) 0.63 g
Solucidn de verseno 250.0 ml
Preparacifn: En un matraz de Erlenmeyer se prepara
la golucidn de verseno mezclando los componentes arriba indica
dos. Una vez preparada, se toman 250.0 ml y en ella se disuel
ve a la tripsina. En ambas soluciones se ajusta el pH a 7.8.

Se esterilizan por filtrado a presibn a través de un filtro --



Millipore de 0.22 micras, filtréndose primero el verseno y lue

go la tripsina. 8Se conservan en refrigeracidn,

Frascos de cultivo:

Botella T-25 (Falcon Plasties)
Botella T-75 (Falcon Plastics)
Cajas de Petri de 9.0 cm de didmetro

Células

.

Fibroblastos en cultivo: Los fibroblastos cultivados
del paciente, de su padre y de su madre fueron obtenidos a par-
tir de un explante de piel y tejido celular subcutineo tomadoc -
de la regibn del miisculo deltoides (realizadoc en el Hospital --
del Niﬁq, Instituto Macional de Pediatria, D.I.F.). Previa in-
filtracidn de la regidn con xilocaina al 1% se realizd asepsia.
v antisep;ia con benzal, solucién salina estéril v alcohol. Se
practicd incisibn de la piel y tejido celular subcutdneo con un
perforador circular cutfnec de 5.0 mm de didmetro. Los fragmen
tos asi obtenidos fueron colocades en un tubo de ensaye de ros-—
ca, estéril, conteniendo 25.0 ml de medio de cultivo al que se
le habfan adicionado antibidticos al 1%. A partir de este mo--
mento, dichos fragmentos se manejaron siempre en forma agtéril,
Entre 1 y 2 horas mis tarde, en el laboratorio de Biologia Celu
lar del Instituto de Investigaciones Biomé&dicas, U.N.A.M., los
fragmentos de tejido fueron colocados en cajas de Petri dentro
de una campana de flujo laminar y cortados en fragmentos mis ~-

pequefios (de unos 2.0 mm de longitud} mediante el empleo de pin
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zas de diseccifn y tijeras de cuticula. A su vez, estos pegue-
fios fragmentos se colocaron en botellas de cultivo T-25, cinco
fragmentos por botella, y se adiciond la cantidad suficiente, -
de medioc para cubrirlcos totalmente pero sin que llégaran a flo-

tar. ©Se incubaron a 37°C.

Aproximadamente de tres a cﬁatro semanas despuéé de -
haberse realizado el explante, se pudo apreciar, alrededor de -
cada fragmento, una gran cantidad de fibroblastos y, ocasional-
mente, cé&lulas epitelioides. A partir de este momento, el me--
dio de cultivo, va sin antibiéticos, comenzd a cambiarse cada -
tercer dfa. Una o dos semanas mds tarde, mediante el emplec de
las soluciones de verseno y tripsina, las cé&lulas fueron despe-
gadas y transferidas a botellas T-75. Al llegar estas células
a confluencia fueron subcultivadas a nuevas botellas T-75 con -
el objeto de expandir a las lineas celulares. Una vez logrado
esto, aquellas cé&lulas gue no fueran a ser utilizadas para expe
rimentacidn fueron congeladas en nitrf6geno liquido con él fin -
de evitar sus senescencia. Ninguna de las cé&lulas utilizadas -
para experimentacidn sufrié més de 15 subcultivos. La linea --
celular derivada del paciente se denomind AFA; la del padre del

paciente PAF y la de la madre del paciente MAF.

Las lineas celulares normales utilizadas come contro-
les fueron obtenidas a partir de prepucios de nifios recién naci
dos, sanos, en el Hospital Santa Terxesa. Dichos prepucios fue-

ron manejados de una manera andloga a la de los fragmentos dér-



micos mencionados lineas arriba.

Fraccidén enriquecida ae plaguetas: algunos experi--
mentcs se realizaron con homogenados de preparados celulares -
enriquecidos con plaquetas, obtehidos a partir de sangre total
segfin la té&cnica de Blass y asociados (Blass, et al., 1977). =
Se tomd por lo general 15 ml de sangre venosa y se mezcld inme .
diatamente con 0.2 vollmenes (3.0 ml) de una solucifn salina-

Dextrdn (Pextran, Sigma Chemical Co. (P. M. 170,000), 5.0%; --

cloruro de sodio, 0.7%; EDTA, 1.5%; pH 7.4) en la misma jerin-

ga y se dejd reposar en bafio de hielo durante 60 minutos con -
lo que los glébulos rojos sedimentaron sobre el &mbolo de la -
jerinc_:;a_° Al finalizar los 60 minutos, se dobld cuidadosamente

la aguja de la jeringa hasta formar un &ngulo de 6(° y se impe-

_1i5 a través de ella el plasma hacia dos tubos de pldstico de

centrifﬁga. El plasma se centrifugf por 10 minutos a 3100Xg y
4°C, con lo que se obtuve un precipitade rojizo. El sobrena-—-—
dante se descarté y se agregaron 3.0 ml de agua fria bidestila
da durante 30 segundos al tiempo gue se colocaba al tubo en un
vértex con el fin de resuspender el botdn celular. La isotoni
cidad se reestablecid agregando 1.0 ml de una solucifn de clo-
ruro de sodio al 3.6% y mezclando ripidamente en el vortex. Se
volvid a centrifugar a 3100Xg v el botdn celular obtenidos se

lavd con 5.0 ml de’solucién salina amortiguadora "PBS" -
{Dulbecco y Vogt, 1954) pH 7.4 (NaCl, 8.0 g; XCl, 0.2 g; -
Na,HPO,. 1.5 g; KH, PO 0.2 g; 5,0, aforar a 1000 mi). Este -

2 4 4’ 2
lavado se efectud un total de tres veces. Despu@s de la filtima
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cehtrifugacién y antes de resuspender a las c&lulas, el tubo -
de centrifuga gue las contenia fue sumerjide en hielo seco-ace
tona con el objeto de romper a las c¢é&lulas. Posteriormente, -
dicho homogenado celular fue resuspendido en una solugidn amox
tiguadora de Tris-HCl-EDTA (Tris-HCl, 50.0 mM; EDTA, 0.2 mM; -
pH 7.5). La concentracibn final de proteina nunca fue menor a
2.0 micrOgiamos por microlitro. De esta resuspensi&dn se tomb

el volumen necesario para constituir la mezcla de reaccidn se-

~gfin se indica en el procedimiento para el ensayo enzimftico.

Estudios de Enzimologia

Determinacibén de proteilna por el m&todo de Lowry mo-

-dificado (Oyama & Eagle, 1956).

Solucidn A

NaoCO3 (J.T. Baker} 20.0 g

NaOH {(J.T. Baker) _ 4.0 g

Partrato de sodio y potasio

(J.T. Baker} 0.2 g

Aforar a 1000,0 ml
Solucidn B

CuSo .5H20 (J.T. Baker) 5.0 g

Aforar a 1000.0 ml
Solucidn C

Solucién A 50.0 volfimenes

Solucidén B 1.0 volumen
Reactivo de Felin-Ciocalteau

Reactivo 5.0 ml

9.0 nl

Agua bidestilada
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Procedimiento: Se realiza por triplicado, A los -
tubos "blanco” se les coloca 1.0 ml de agua bidestilada. A -
los tubos con estédndares se les coloca 1.0 ml de agua bidesti
lada conteniende 10.0, 20.0, 30.0, 40.0 y 60.0 microgramos de
albfimina bovina. En los tubos "problema" se coleca una canti
dad aproximada de proteina equivalente a 30.0 - 60.0 microgra
mos en 1.0 ml de agua bidestilada. A continuacién, se colo—-
can en cada uno. de los tubos 5.0 ml de la soluwcidn "C". Pos-
teriormente, con jeringa Cornwall se colocan ripidamente 0.5
ml del reactiveo de folin, mezclando en un vdrtex. La lectura
célorimétrica puede efectuarse entre 30 y 120 minutos mis tar
de, ajustando el colorimetro a 660 nanfmetros de longitud de
é;éa. La caﬁtidad de proteina en el.problema se calcula a par

tir de la curva estindar.

Preparacidén del &cido alfa~ceto-isovalérico (Rfdi--

‘ger, et al., 1972).

L-valina-l—l4c {New England Nuclear)

L-amino oxidasa {(Worthington Biochemical Corp.)
Catalasa {Worthington Biochemical Corp.}

Resina Dowex 50 W {Sigma Chemical Co.)
amortiguador Tris-HCl 1 M (Sigma Chemical Co.)
Placas de silica-gel (Merck)

Procedimiento: Se licfilizan directamente en su en
.. . . s 14 .
vase original 50.0 micro Curies de valina-l1-""C con una acti-

vidad es?ecifica aproximada de 50.0 mC/milimcla. El polvo re

sultante es trangferido a unr matraz de Erlenmeyer de 10.0 mil
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de capacidad utilizando dos porciones de 500.0 microlitros ca-
da una, de agua destilada. A continuacidén se agregan 500.0 --
microlitros del amortiguador Tris-HCL 1 M, pH 7.7; 50.0 micro-
litros de una solucidn de catalasa a una concentracibn dé -—
8.8 mg/ml y 200.0 microlitros de la solucibn de la L-amino oxi
dasa, precisamente en el orden mencionado. Realizada la mez--
cla se gasea.el matraz con 02, 3.0 litros por minuto, durante
1 minuto al final del cual se tapa hermé&ticamente a diche ma--
traz con un tapdn reversible de hule. La mezcla se incuba en
un agitador metab6lico Dubnoff a 37°C, con agitacidén continua
y por espacio de 3 horas. Al finalizar los primeros 60 minu--

tos de incubacifn se wvuelve a gasear el matraz con 02.

La separacién del dcido alfa-ceto-isovalérico del ami
no-icido residual se realizé haciendo pasar a toda la mezcla -
de incubacitn a través de una columna de 10.0 x 70.0 mm de re-
sina-Dowex 50 W {x 8), la cual hakfa sido lavada previamente -
con NaOH 1 M; H20; HCL 1 M y finalizande con agua. La solu---
cidn del cetodcido de la columna se realizd con agua, ajustan-

do cuidadosamente la velocidad del flujo a 1 gota cada 10 se--

~gundos y colectando fracciones de 1.0 ml en viales con tapa de

rosca; Habitualmente se colectaron 10 fracciones, de cada una
de las cuales se tomé 1.0 microlitro con el gue se impregnd -
un papel filtro de 0.5 cm2 de superficie y se determiné su con
tenido de radiocactividad en un espectémetro de centelleo 1i--

quido Packard modelo Tri-Carb 3390. El cetodcido habitualmen-
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te aparecid en las fracciones 3, 4 v 5 las cuales se juntaron

@n una sola.

Con el objeto de reducir al minimo posible la descom
posicidn espontdnea del cetodcido, la fraccidn resultante de -
la unidn de las fracciones 3, 4 y 5, dependiendo de la canti--~
‘dad total de radicactividad gue tuviefa, se dividié a su vez -
en fracciones con radioactividad suficiente cada una para rea-
lizar un experimento. No se neutralizd el pH &cido de las misg
mas (1.5 unidades) sino hasta el momento del experimento y se

guardaron en congelacién a -20°C.

La pureza del cetodcido fue confirmada por cromato--
graffa ascendente en capa fina y elaboracidn del radiocromato
grama correspondiehte con el radiocromatSgrafo del Departamen-
té de Biclogia de la Reproduccidn del Instituto Nacicnal de la

Nutricién.

Medicidn de la deshidrogenasa de cetodcidos de cade=~

na ramificada en c&lulas intactas (Dancis, et al., 1%73).

Solucién de tiamina-HCl (Merck): se prepara a una concen-~-

tracién de 100 mg/ml. Para ello, se disuelve 1.0 g de tia

mina-HCl en 5.0 ml de Hy0 v se ajusta el pH a 4.5 - 5.0 --

agregando 5.0 ml de una solucibn de NaHCCOj3 al 2.0%. La --

temperatura deberd de estar entre 0 y 5°C. Se almacena a -
-20°C.

Solucifén de Krebs-Ringer-Fosfato (DeLuca y Cohen, 1964).

NaCl (J.T. Baker}) sol, 1, al 0.9%
KC1 (J.T. Baker) sol. 2, al 1.15%
caCly (J.T. Baker )} sol. 3, al 1,223

MgSOa.7H20 {(J.T. Baker} scol. 4, al 3.82%
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Amortiguador de fosfato 0.1 M

pH 7.4
NagHPO4 . 2H50 17.8 ¢
HCl1 1N 20.0 mi
Aforar a 1000.0 ml

Preparacifén: se mezclan 100 voltmenes de 1la solu--

cibén de cloruro de sodio (solucién 1), con 4 volfimenes de la

solucién 2, con 3 volfimenes de la solucién 3, 1 volumen de la
solucién 4 y 20 volfimenes de la solucibn émortiguadora. La -
solucidn asi preparada se gasea con 02} 3.6 1 por minuto, du-
rante 1 minuto. Se forma un precipitado de fosfate de calcic
el cual se suspende por agitacidn antes de usarse la sgolucidn.
Es estable durante una semana si se-guarda en refrigeracidn.

Cada una de las soluciones que la constituye es estable por -
meses si se guarda, sin mezclarse, en refrigeracibn, excepto

el amortiguador de fosfato que‘deberé guardarse en congela---

cidn.

~

Leucina—1~l4c {New England Nuclear)
vValina-1-14C (New England Nuclear)

El aminodc¢ido radicactivo es diluido en una solucibn
de NaCl 0.08 M a 10.0 microCuries por ml. La actividad espe-
cifica se ajusta a 0.5 microCuries por micromola y el pH apro-
ximadamente a 3 con HCl o NaOH. La dilucidn se realiza horas

antes de iniciar el experimento.

Hiamina, Amersham Corp.

Mezcla de centelleo:

Tolueno {(Merck) 1000.0 ml
PPO (Amersham/Searle) 4,0 g
POPOP {Amersham/Searle) 50.0 mg
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Procedimiento para la incubacifn: Antes de iniciar
el experimento se prepara el amortiguador de Krebs-Ringer-Fog
fato, se descongela la tiamina-HCl y se diluye ¥y ajusta el pH
del aminodcido radioactivo. A continuacidn, se despegan los
fibroblastos de una botella T-75 totalmente confluente median
te el uso_dé las se@luciones de versenc y tripsina. Se resus-
penden en 10.0 ml_de medio de cultivo y se transfieren a tubos
de plésticce de centrifuga. BSe sedimentan por centrifugacién
por 10 minutos a 2500 rpm en una centrifuga clinica. El1 botén
asi obtenido se resuspende en 10.0 ml de amortiguador Krebs-
Ringer-Fosfato empleando un virtex. Se vuelve a cenfrifugar
bajo las mismag'cohdiciones. Este "lavado" de los fibroblas~
tos con la solucifén amortiguadora se realiza un total de 3 --
veces. En la dltima ocasi6n, el botén celular es resuspendi-
do en un volumen final de aproximadémente 1.0 ml de la solu--
ci6n de Krebs-Ringer-Fosfato. De esta manera, todas las célu
las provenientes de una botella T-75 confluente gquedan resus-—
pendidas en 1.0 ml, lo que permite tomar 3 fracciones de -

0.275 ml cada una (0.825 ml en total} guedando un pequefio re-~

‘manente en el tubo de centrifuga. Cada una de las 3 fraccio-

nes es colocada en un tubo de ensaye de 75X9.0 mm el cual ge

"coloca dentro de otro de 150X15.0 mm. Los blancos se prepa--

ran con el mismo volumen de Krebs-Ringer-Fosfato, sin cé&lulas.
A continuacifn se agregan 0.005 mm.de la solucibén de tiamina-
HC1 mediante el empleo de una pipéta Eppendorf. En el momen-

to de iniciar la reaccidn, se colocan con pipeta Eppendorf --



ol
0.025 ml de la solucidn con el aminoééido radioactivo, se oxi
gena al tubo conteniendo la mezcla de reaccién {3 l/min, du-
rante 15 segundos), se sella el tubo invirtiendo el_tapén de
hule (Curtin Scientific Co.} al que'se encuentra fijo un po-
¢illo de plistico (Kontes Glass Co.) y se coloca en bhafio ma-

ria a 37°C con agitacifn contfnua. El pH de la mezcla de --

‘reacci6bn debers de ser de 7.1 a 7.3. Se incuba por el tiem-

po convenido, usualmente 90 minutos. Al término del tiem?o
de incubacién se para la reaccifn mediante la inyecci®n, a -
través del tapén de hule, de 0.3 m) de &dcide tricloroacético
al 5.0%. \Inmediétamente despué€s y con extremo cuidado se in
yvectan, tambié&n a través del tapSn, 0.3 ml de hiamina en el
pocillito. .Se transfieren los tubos a bafo de hielo con agi
tacifn suave y ée dejan incubar por 30 minutos mis. Al fina
lizar este tiempo,'con~sumo cuidado se invierte el tapfn de
hule, se retira el pocillo con la hiamina, se corta de su so
porte utlilizando £ijera§ perfectamente afiladas y se coloca
en un vial de centelleo.con 10.0 ml de mezcla de centelleo.
La radicactividad se determind en un espectrfmetro de cente-
lleo liquido Packard modelo Tri-Carb 3390 con una eficiencia

superior al 90%.

Medicién de la deshidrogenasa de cetofcidos de ca-
dena ramificada en homogenades celulares (Danner y Elsas, -

1975).
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Amortiguador Tris-HCl~EDTA, pH 7.5

Tris~HCl (Sigma) 50
EDTA (Sigma) 0

.0 mM

.2 mM
Pirofosfato de tiamina, 0.15 mM (Sigma)

Coenzima A, reducida, 0.2 mM (Sigma}

Nicotinamida Adenfin Dinucleétido, 0.2 mM (Sigma)'

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

Las cuatro tGltimas sustancias son estables por unos tres
meses si son almacenados a -20°C y si se evita congelar-
los y descongelarlos repetidamente fraccionindolos en --
alicuotas apropiadas.

Acido élfa—ceto—isovalérico—l—l4c, 1 mCi/mM

preparado a partir de valina~l—l4c seglin se indic6 ante-
riormente.

Procedimiento para la incubacién: Antes de iniciar
el experimento se descongela él frasco gue contiene el dcido
alfa-ceto-isovalérico. Dependiendo de la cantidad de radio-
actividad contenida en el frasco, se ajusta la actividad es-
pecifica a 1.0 microCurie por micromola agregando fcido alfa~
ceto-isovalérico no radioactivo.. El pH de esta solucidn dci-
da se eleva utilizando 10.0 microlitros de NaOH 5N con lo que
se llega a valores de 5.0 - 5.,5. En todos los experimentos -
realizados el volumen se ajustf de tal manera gque en 40.0 mi-
crolitros se tuvieran 0,2 microCuries {(con una actividad espe
cifica de 1.0 microCurie por micromola). El frasco fue gasea
do suavemente cop nitr6genc con el objeto de liberar é los con-

taminantes radiocactivos volétiles,

4
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Cuando en el ensayo se emplearon hompgenados de fi-
broblastos, se procedlé ‘de manera andloga al punto anterior ~
(fibroblastos intactos incubados con am1n05c1dos radicactivos)
excepto gque al finalizar el tercer enjuague, antes deﬂresus-—
:pender al botén celular, el tubo ‘de centrifuga se sumergld en
un bafio ‘de hielo seco- acetona (-50°C) con lo que se rompleron
las c€lulas. A partir de este momento y hasta antes de la in
cﬁbacién, todas las manipulaciones se hicieron en bafio de hie

lo vy con las soluciones previamente enfriadas.

En funcién del rendimiento proteico comunmente obte
nido, el botén, una vez descongelado, se resgspendié en 0.5 ~
ml de solucifn amortigﬁadora Tris-HCl-EDTA. De esta manera,
se podfan colocar fracciones de 120,0 microlitros -por tripli
cado, 0.360 ml-, en los tubos de ensaye, quédando un remanen-
te aceptable para la determinacién de protefna, ademés de que
cada fraccién de 120.0 microlitros contenfa una cantidad tal -
de proteina que cafa dentro del rango sefialado como Sptimo --
por Danner y Elsas (300-500 microgramos de proteina celular).
A los tubos "blance" se les colocf 120 microlitros de amorti-

~guador Tris-HCl-EDTA.

A continuacifn se colocaron 10.0 microlitros de ca-
da unoc de ios cuatro cofactores, La reaccifin fue iniciada al
colocar 40.0 microlitros de écido alfa-ceto-isovalérico radio
activo en el tubo de reaccifn, gasear con 02 al 95.0%, 3.0 --

1/min. durante 15 segundo, sellar el tubo invirtiendo el ta--
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pén de hule vy transferir el tubo del bafio de hielo a un baho
maria a 37°C con agitacidén contfinua. Habitualmente se incu-
b8 por 90 minutos y la reaccidn se parS inyectando 0.25 ml -~
de acetato de sodio (pH de 3.5}). El resto de la incubacifin

procedié de manera andloga al apartado anterior.

Cuando en el ensayo se utilizaron homogenados de -
fracciones enriguecidas con plaquetas, dichas fracciones se
obtuvieron segtln se aplic6 en el apartado correspondiente. -
Al finalizar ei Gltimo enjuague y antes de resuspender al bo
tén celular, el tubo que lo contenfa se sumergié en un bafio
de hielo seco-acetona. Finalmente, el homogenado celular fue
resuspendido en 1.0 ml de solucién amortiguadora Tris-HCl- -
EDTA. El resto del ensayo se realizé igual que con los home

genados de fibroblastos.

De los diferentes remanentes de los homogenados ce
lulares habitualmente se tomaron 5,0 o 10.0 microlitros para
la determinacién de proteinas por el mBtodo modificado de --

Lowry (Oyama & Eagle, 1956).
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CAPITULO IV

RESULTADOS

Una ﬁez-realizado el'diagnésﬁiqd dé enfermedad de
‘ofina de‘jafabelde-arce en base a los eleva&os niveles plas-
~miticos de léucina vy ala preséncia de cétoécidos en orina,
se procedif a instituir el tratamiento dietético. . Como pue~
de apreciarse en la Figura 8, con una dieta inicial de 2.5 g
de proteina por kilogramo'de peso corporal los niveles plas-
niticos de leucina répidaménte descendieron desde valores --
superiores a 20.0 mg/dl. 8in embargo, con dicha cantidad de
‘proteina dietética los niveles plasmiticos continuaron osci-
léndo'alrededor de 8.0 mg por d1, cifra todavia considerable

'mente elevada.

En un intonto por llevar dicho niQel a valores m&s
.cercancs a los fisiolbgicos (2.6 mg/dl) la ingesta proteica
se redujo sucesivamente a 2.0, 1.5 y 1.0 g por kg de peso. -
A pesar de esto, los niveles no se normalizaron ademds de --
que el paciente comenzé a perder peso. Por lo tanto, se de-
cidié suplementar la dieta hipoproteica con una mezcla de --
aminoAcidos libre de Jeucina, iscleucina y valina. De esta
- manera, los niveles plasmiticos de leucina pudieron normali-
zarse completamente ademis de que el paciente comenzf a au--

mentar de peso. Solamente en una ocasifn posterior a la nor
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plasmiticos de leucina (determinados por el métode de Guthrie)
8i bien la concentracidn plasmitica normal del amincicido es
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va terapelitica es de 10.0 mg/dl, E1 tiempo de administracidn
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hidrazina (DWPH) realizadas durante la primera fase del trata
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malizaciédn de los niveles plasmiticos &stos rebasaron el ni-
vel critico de 10 mg por dl, lo cual coincidié con la apari=-

cifn de un cuadro de sarampifn.

Comoc puede observarse de la misma figura, la admi-
nistracién de dosis suprafarmacol8gicas de tiamina {300.0 —---

mg/dfa} durante 10 dfas no produjo ningdn efecto en los nive

les de leucina ya gue &stos no mostraron ningfin cambio cuan- -

do se suspendid la administracitn del f&rmaco.

Los resultados de la medicién indirecta de la des-
hidreogenasa de cetcdcidos de cadena ramificada incubando fi-
breoblastos intactos con leucina-1-1%¢ ¥ valina—l*l4c se ilus
tran en la Figura 9 y en las Tablas 4 y 5. La figura mues-~
tra los primercos ensayos enzimiticos fealizados con fibroblas
tos del paciente y de 2 controles normales utilizando leuci-
na—i—l4c. Es evidente tanto la completa linearidad obteniaa
durante los primeros 180 minutos de incubacidn asf como la -
_gran diferencia en la capacidad de decarboxilacién del aming
dcido radioactivo por las céiulas normales y las células del‘

paciente.

Cuando se incubaron los fibroblastos del paciente
y de sus padres con leucina-l-l4c se evidencif una vez mis -
la baja actividad de la deshidrogenasa de cetofcidos de cade
na ramificada del paciente, la cﬁal fue de sclo 6.87% con --

respecto a la actividad normal (Tabla 4), HNo deja de ser --
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DECARBOXILACION DE LEUCINA-1-C POR FIBROBLASTOS
INTACTOS

A4 confroles
o—o—o paciente

2000}

DPM

1000}

60’ 120 180!
" TIEMPO

Figura 9. Fibroblastos intactos del paciez_t&e y de dos controles normales
e fueron incubados con leucina-1-"""C de acuerdo como se especi=--
ficd en el texto {Material y MEtodos), durante los periodos de
tiempo indicados en la grafica. Ios valores graficados son el
promedio de 2 experimentos difergntes realizados por triplica-
do, expresados como DBM por 1XI0™ cé€lulas despufs de haber res
tado los "klancos". ’
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interesante, sin embargo, la elevada actividad enzimftica de
las células de los padres, los cuales, por ser heterocigotos
obligados, serfia mis probable gue tuvieran una actividad por
debajo de los contreoles. Eg importante mencionar a este res
pecto que si bien con frecuencia se observa gue los hetéroci
gotos para alglin error innato del metabélismo poseen activida
des enzim&ticas con valores cercanos al 50% de la actividad

ée los controles, no ha sido posible identificar de una mane
ra confiable a los hetercocigotos de la enfermedad de orina -
de jarabe de arce utilizando al aminoicido radiocactivo y cé-
lulas intactas ya que los valore asf obtenidos no se apartan
significativamente de los normales. Por otra parte, si se -
considera gque nuestra poblacién de controles normales en es-
te casénestuvo compuesta por s8lo 2 lineas celularesg difefeﬂ
tes, es razonable suponer que la actividad enzim&tica tanto

del padre como de la madre'del paciente se encuentra proba--

blemente dentro de limites normales y no elevada.

El emplec de valina—l-14c demostré una vez mis
la: incapacidad de los fibroblagtos del paciente para decar-
boxilar aminodcidos ramificados. Con este aminodcide, la ac
tividad observada fue de s6lo 2.48% con respecto a los con--
troles ('fabla 5). Ademds, en este caso, tanto el padre como
la madre del paciente alcanzaron valeores inferiores al de --
los controles (44.6 y 65,.5% respectivamente).. Ello podrfa -

deberse al empleo de mis lfneas celulares normales (4) que -
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TARLA 4

14

ACTIVIDAD DE DECARBOXILACION DE LEUCINA-1~-""C
POR FIBROBLASTOS HUMANOS

{(nmolas de

lﬁctividad
C02/106 células/Hr.,

% de actividad

Controles

Paciente

Padre

Madre

0.65 (9)°
0.043%(5)
1.12*% (3)

0.96*% (3)

100.0

6.67

172.8

148.2

Fibroblastos intactos ‘del paciente, de sus padres'x de dos
controles normales fueron incubados con Leucina-l- 4C SQm—
gln se indica en el texto {(Material y ME&todos}.

El nimero de experimentos esgtd indicado entre paréntesis.
cada experimento se realizé por triplicado.

Significativamente diferente de los controles (P« 0.001).

No existen diferencias significativas.
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TABLA 5

ACTIVIDAD DE DECARBOXILACION DE VALINA-1—14C
POR FIBROBLASTOS HUMANOS

Actividad % de actividad
{nmolas de 14co /mg de
protefna/Hr.)

Controles 2.42 (4)° 100.0
Paciente 0.06% (4) 2.8
Padre 1.08* (3 44.6
Madre O 1,se% (3) 64.5

Fibreoblastos intactos del paciente, de sus padres y

de cuatro_ controles normales fueron incubados‘con -

valina-1-l4c segtin se indica en el texto (Material y
Mé&todos) .

El nimero de experimentos estf indicado entre parén
tesis, Cada experimentc se realiz8 por triplicado.

Significativamente diferente de los controles -
(P &£ 0.001).

Significativamente diferentes de los controles -
(P 0.001).
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gue cuando se hicieron las mediciones con leucina-l-""C.

Con el objetc de obtener una medicifn més precisa -
del complejo enzimitico tanto del paciente como de sus padres
se procedié a determinar la actividad del mismo empleando homo
genados celulares incubados con algunos de los sutratos rea--
les de la enzima {cetodcidos de cadena ramificada). De esta
manera se evitarfan los paéos prevics gue intervienen cuando
se emplean células intactas y amino&cidos radiocactivos taleé
como transportg membranal Y,citoplésmico del aminofdcido, ---
trangsaminacién del mismo y su transporte hasta mitocondria, -
tddo ello dentre del complejo marco de interacciones metab8li
cas de la célula inﬁacta.- Puesto que Danner y Elsas (Danner
—y'Elsas, 1975) chservaron que la actividad enzimftica mfxima
en células normales‘se observa al emplear &cido alfa-ceto- -
isovalérico, se decidid emplear dicho sustrato en las subse--

cuentes mediciones.

La preparacifn de este cetodcido se realizf a par--
tir de valina—l—l4C incubada con L-amino oxidasa sgegdn se ex-
plict en el capftulo de Material y Mé&todos. Como es ffcil --
suponer, la pureza del cetodcido es de suma importancia para
la correcta determinacién de la actividad de la deshidrogena-
sa de cetodcidos de cadena ramificada. Consecuentemente, con
el objeto de corroborar dicha pureza se sometif al cetodcidoe
radicactivo a la prueba de la dinitrofenilhidrazina con poste

rior cromatografia ascendente en capa fina de la dinitrofenil
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hidrazona formada. De esta manera, se ¢btuvo un cromatogra-—-
ma en el gue claramente se aprecia una sola mancha correspon-
diente al derivado de la dinitrofenilhidrazona (Figura 10). -~
Dicho cromatograma fue posteriormente analizado por radiocro-
matografia éon la finalidad de observar la distribucifén de la
radioactividad a lo largo del mismo. La misma Figura 10 mueg
tra la absoluta correspondencia entre la mancha del derivadoe

de la dini;rofenilhidrazona v la localizacifn de la zona con

el mdximo contenido de radioactividad. Con ello pudo concluir
se gue la pureza del dcideo alfa-ceto-isovalérico preparado fue

totalmente satisfactoria.

Por otra parte, dado gue por su ficil decarboxila—-
' ¢ifn espontdnea el empleo del alfa—cetowisovalerato‘es diff--
cil v laboriosoc y de que ademis diferentes problemas técnicos
tales como velocidad de crecimiento, contaminacién bacteriana
v por hongos, ndmero insuficiente de células, etc, dificultan
el emplec indiscriminado de c¢é€lulas en cultivo, se decidid --
montar la técnica de medicibén de decarboxilacién del alfa-ce-
to-isovalerato en homogenados de fracciones celulares enrique
cidas con plaquetas. El motivo de haber escogido a estas cé-
lulas fue el de que algunos autores las consideran como las -
méds apropiadas para este tipo de mediciones por su aparente -
relativa abundancia de mitocondrias (Cederbaum, comunicacién

personal). Como se recordard, la deshidrogenasa de cetoci--
dos de cadena ramificada tiene una localizacidn intramitocon-

drial por lo que parecifa atractivo poder trabajax con células
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Pureza del écido—alfa—ceto—isovalérico—l—l4c. Con el ?Ejeto de
comprobar la pureza del &cido alfa-ceto-isovalérico-1~" C, se ~
tomaron 10.0 microlitros de la solucidn de¢ dicho cetodcido ra—-
dicactivo {el cual se preparS segiin se indicd en Material y M&E-
todos) de donde se obtuve al derivado de la dinitrofenilhidrazo
na (Thomas y Howell, 1973}). Muestras de la solucidn del deriva
do fueron aplicadas por duplicade en una placa de silica-gel ¥
sometidas a cromatografia ascendente durante 5 horas, Una vexz
que las manchas amarillas aparecieron espont8neamente (parte su
perior de la figura), se estudid la distribucién de la radicac—
tividad a lo large del cromatograma (parte inferior de la figu-
ra) mediante un radiocromatégrafo Packard con un 80% de eficien
cia. EI pico del radiocromatograma indica el sitio con mixima
concentracidn de radiocactividad.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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faciles de obtener y ricas en mitocondrias.

La Tabla 6 ilustra los resultados obtenidos en la
determinacifn de la actividad enzim&tica en muestras prove-
nientes de 11 individuos normales diferentes. Puede obser-
varse como los valores méximos y minimos obtenidos oscilaron
entre 0.81 vy 0.21‘nmolas de 14CO2 por hora de incubacién por
ﬁiligramo de proteina respectivamente, con una media de -
0.48 + 0.19. Esta observacifn es sumamente interesante ya -
que contrasta de manera notable con los valores reportados -
por Danner vy Elsas (Danner y Elsas, 1975) para la decarboxi-
lacifin del mismo cetodcido, bajo idénticas condiciones de en
sayo enzimdtico, por homogenados de fibroblastos normales. -
En una serie de experimentos, los mencionados autores obser-
varon una actividad promedio de 5.0 nmolas de 14C02/mg de ~--
proteina/Hr., esto es, una cifra un orden de magnitud mayor
gue agquella obtenida por nosotros. A primera vista, este --
hallazgo parecerfa sugerir la exXistencia de una ma&or activi
dad de deshidrogenasa de cetodcidos de cadena ramificada en
fibroblastos que en c¢élulas plaguetarias. La confirmacién -
de esta suposicién requeriria, claro esté, de estudios enzi-
m&ticos m&s precisos. $Sin embargo, algunos hallazgos mencio

nados m&s adelante permiten considerar otras explicaciones.

Debido a la relativa dispersif6n de los valores ob-
tenidos a pértir de las diferentes muestras y con el objeto

de facilitar la comparacidn de los mismos, se decidif expre-~
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TABLA &

ACTIVIDAD DE DECARBOXILACION PE ACIDO ALFA-~CETO-
ISOVALERICO—l~l4C POR HOMOGENADOS DE FRACCIONES
ENRIQUECIDAS CON PLAQUETAS -INDIVIDUOS NORMALES-

Individuo Actividad enzimdtica Coeficiente de
frmolas de l4c¢o,/mg variacién (%)
proteina/Hr.¥ :
1 0.68 + 0.06 8.8
2 0.69 + 0.01 1.4
3 0.62 + 0.03 4.8
4 0.39 + 0.06 15.4
5 0.21 + 0.02 9.5
6 0.36 + 0.03 8.3
7 0.26 + 0.02 | 7.7

8 0.35 + 0.06 17.1
9 0.46 + 0.02 4.3
10 0.49 + 0.04 8.2
11 0.81 + 0.01 1.2
X 0.48 + 0.19 39.6

Homogenados de fracciones plasmi8ticas enriquecidas -
con plagquetas provenientes de 11 individuos normales
fHeIOn incubados con &cido alfa-ceto-isovalérico-l-
ld¢ segGn se indica en el texto.

Cada experimento se realizd en dias diferentes.

Los valores reportados son el promedio y la desvia--
c¢idn estandar de cada experimento realizado por tri-
plicado.
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sar a dichos valores en una relacién porcentual a través de

su coeficiente de variacifn (Spiegel, 1970), segtn se ilus—-
tra en la tercera columna de la Tabla 6. 8Se aprecia como --
las determinaciones realizadas en las muestras de algunos in
dividuoﬁ pricticamente no variaron (V = 1.2%) mientras gue -
otras mostraron uné amplia variacidén (Vv = 17.1%). Ello po--
dria indicar la aparente impreqisién del ensayo enzimitico -
cuandoe se utilizan homogenados de fracciones enriguecidas ~-
con plaquetas. Sin embarge, como se discutird mds adelante,
esta variabilidad también puede tener otras posibles explica

ciones.

Puesto que se utilizd un tiﬁo de cé€lulas para el -
que previamente no existian reportés sobre la actividad de -
la enzima en cuestién, era indispensable conocer la relacién
de ia actividad enzim&tica con respecto al tiempo y a la con
centracién de proteina celular, La Figura 1l muestra la
linearidad existente entre la actividad enzimftica y el tiem
po en valores hasta de 90 minutos; mientras gue en la Figura
12 la linearidad dada por la actividad enzimitica con respec
to a la concentracién de proteina también es evidente dentro
del rangoe de los 400.0 y 1000,0 microcgramos de protefna celu
lar. Estos datos sugieren fuertemente que nos encontramos -
frente & una actividad enzimitica real y no ante la descompo

sicifn espontdnea del sustrato.
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Figura 1i. Homogenados de fracciones plasmiticas erriqguecidas con pla~-—
quete‘as provenientes de un individu? 4norma1 fuercn incubados
con dcide alfa-ceto-isovaldrico-l-""C de acuerde como se es-—
pecificd en el texto [Material y Métodos), durante los perio
dos de tiempo indicados en la grifica. Los valores grafica-
dos son el promedic de un experimento realizado por triplica
do despuds de haber restado los "blancos".
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Figura 12. Homogeénados de fracciones plasmidticas enriguecidas con pla--
quetas provenientes de un individui Qnormal fueron ircubados
con Bcido alfa-ceto~isovalérico~l-" C de acuerdo como se es-
pecificd en el texte (Material y Métodos), a las diferentes
concentraciones de proteina indicadas en la gréifica, durante
60 minutos. Ios valores graficados son el promedio de un ex
perimento realizado por triplicado despuds de haber restado
los "blancos".
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En wvista de los resultados obtenidos ge considerd
que ya se habia alcanzado un dominio razonable de la metodo-
logia por lo gue se procedid a realizar este tipo de medicioc
nes en homogenados de fracciones enriquecidas con plaguetas,
del paciente y de sus padres. Los resultados de estos expe-
fimentos ge reportan en la Tabla 7. Los valores cobtenidos -
por los controles normales (5.59 mmolas de 14Cdz/mg de proteil
na/Hr.) son nuevamente similares & los obtenidos previamente
en la serie analizada de muestras de individuos normalés -
(Tabla 7). Por otra parte, los padres del paciente mostraron
una actividad enzimitica que los coloct entre un 61.0% y 79.7%
(padre y madre, respectivamente) de los valores normales. Sin
embargo, con las muestras del paciente se observs, sorprenden
temente,_una actividad enzimitica pricticamente normal {(88.1%

con respecto a los controles).

Como era la primera vez que se medfa directamente a
la enzima del paciente en homogenados celulares existfa, por
una parte, la posibilidad de que este resultade tan inespera-
do pudiera tener considerables implicaciones biocguimicas. --
Pero, por otra parte, esta observacifn también obligaba nueva
mente a reconsiderar las posibles explicaciones a los valores
tan bajos mostradoslpor nuestros controcles comparativamente -
con los obtenidos al emplear homogenados de fibroblastos ---
{Danner y Elsas, 19753) por lo que, antes de gue se empezaran

a explorar peosibles explicaciones de este hallazgo (actividad
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TABLA 7

ACTIVIDAD DE DECARBOXILACION DE ACIDO ALFA-CETO-
ISOVALERICO*l-l%C POR HOMOGENADOS DE FRACCIONES
ENRIQUECIDAS CON PLAQUETAS

Actividad % de actividad
(nmolas de l4co.,/mg
proteina/Hr.
Controles 0.59 100.0
Paciente 0.52 88.1
Padre 0.36 : 61.0

Madre . 0.47 79,7

Homogenados de fracciones plasmiticas enrigue-
cidas con plaguetas provenientes del paciente,
de sus padres y de dos controles normales fue-
ron incubados con fcido alfa-ceto-isovalérico-
1-+%C segfin se indica en el texto (Material y

Métodos). Cada experimento se realizd por tri
plicado.
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enzim&tica aparentemente normal en homogenados de plaquetas -
‘del paciente), era indispensable estudiar la actividad enzimi

tica en homogenados de fibroblastos.

En la Tabla 8 se muestran los resultados de los ex-
perimeptos en los que los homogenados ae fibrobléétos fueron
incubados con el cetodcido radicactivo. Destaca inﬁediatameﬂ
te.el hecho de que la actividad observada en los controles es

14

ahora, en promedio, de 2.27 nmolas de Coz/mg de proteina/ -

Hr., valor bastante cercanc al de 5.0 nmolas de l4COz/mg de -
proteina/Hr. re?ortado pdr el grupeo de Danner vy Elsas y muy -

l4c02/r_ng -

pof arriba de los valores de 0.59 y 0.48 nmolas de
de proteina/Hr. observados por nosotros en homogenados de pla
quefas; En funcién de estos resultados, los valores obtenidos
con las células del paciente vuelven a ser concordantes con -
los obtenidos previamente al incubar c&lulas intactas con al-
~guno de los aminoicidos radicactivos yva gque la actividad fue

de solo el 10.1% de 1o normal (Tabla 8). Ademis, pareceria -
gque mediante este m&todo es ahora posible diferenciar a los -
heterocigotos de los homocigotos normales y gue aparentemente
pueden incluso diferenciarse a los heterocigotos entre si (pa
dre: 39.7% de 1la actividad normal; madre: 59.9% de actividad

normal). Esta posibilidad, sin embargo, requeririd de un ma--
yor nfimero de observaciones en heterocigotos cbligados antes

de poder considerar a este ensayo como confiable para la dife

renciacifin de los mismos.



23

TABLA 8

ACTIVIPAD DE DECARBOXILACION DE ACIDO ALFA-CETO-

ISOVALERICO—1—14C POR HOMOGENADOS DE FIBROBLASTOS EN CULTIVO

Actividad % de actividad
(nmolas de l4co./mg

protefina/Hri}

: +
Controles 2.27 (1 1o0.0
Paciente 0.23*% (5) 10.1
Padre ’ 0.90* (5) 39.7
Madre : 1.36% (5) 59.9

Homogenados de fibroblastos en cultive del paciente, de --
gus .padres y de cuatro controles normales fueron incubados
con &cido alfa-ceto-isovalérico-1-14¢ segfin se indica en -
el texto (Material y M&todos).

*E1 nfmero de experimentos estd indicadc entre paréntesis,
Cada experimento se realizé por triplicado.

*Significativamente diferente de los controles (P 0.01).



CAPITULC WV l 2\'

PISCUSION

La serie de determinaciones de actividad enzim&tica
reportadés en el presente trabajo han permitido confirmar bio
guimicamente el primer diagn$stico que se hace en México de -
un caso de enfermedad de orina de jarabe de arce al demostrar
una disminucidn de la actividad de la déshidrogénasa de cetoid
cidos de cadena ramificada tanto en fibroblastos intactos --

como en homogenados celulares.

Si bien todos los casos reportados de esta enferme-
dad hasta 1977 se habfan caracterizado por una elevacifn plas
mitica de los tres amincfcidos de cadena ramificada (leucina,
isoleucina y valina) y de sus respectivos cetolcidos (alfa-ce
to~-isocapreico, alfa—ceto-beta-ﬁetilvalérico y alfa-ceto-iso-
valé&rico) por una deficiente decarboxilaci®n oxidativa de la
deshidrogenasa de cetoficidos de cadena ramificada, no es posi
ble ésegurar que dicha elevacifn serdeba, en todos los casos,
a una deficiente actividad del complejo mencionadco. Como se
recordard, Harkness y sus asociados reportaron el casoc de un
paciente con los signos y sintomas clésicos de la enfermedad
pero con una actividad normal de la deshidrogenasa de los ce-
tofcidos de cadena ramificada (Harkness, et al., 1977). Esta

observaci6n es especialmente critica cuando se contempla la -
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posibilidad de realizar diagndstico prenatal ya gue, de estar
frente a esta variedad de la enfermedad, la determinacifn de

la actividad enzimdtica en células obtenidas de lfguido amnid
tico carece de utilidad. Ellc era de gran importancia para -
los padres del paciente, ya que se trata de un matrimonio jo-~
ven que desea tener nds hijos pero a guién también interesa -
estar informado sobre el posible estado de salud del preducto
en gestacién. Gracias a este tipo de mediciones enzimfticas

serf posible realizar diagndstico prenatal en futuros embara-
zos y, de llegarse a un diagnéstico de meorbilidad, podria --
ofrecersele a los padres, entre otras alternativas, la de ins
tituir una terapeftica adecuada desde el momento del nacimien
to con lo que se le permitirfa al recién nacido llegar a la -

vida adulta con un desarrollo sicomotor perfectamente normal.

La determinacién de la actividad enzimitica residual
era también de considerable importancia para facilitar y ha--
cer mids racional la seleccifn del tratamiento diet&tico. Co-
me yva fue mencionado en el capftuloc II de este trabajo a pro-
pbsito dé las diferentes variedades de la enfermedad de orina
de jarabe de arce, Dancis y su grupo han observado una corre-
lacién entre los niveles de actividad enzimf8tica residual en
fibroblastbs Yy leucoccitos y la toleranclia a los aminoécidos -
dietéticos asi como la severidad del cuadro clinico. Por lo
gue respecta & nuestro paciente, el diagnéstico de su enferme
dad no se hizo sino hasta 1z edad de 21 meses. Para entonces,

su retraso sicomotor era considerable adem@s de gue con fre--
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cuencia presentaba crisis de cetoacidosis y convulsiones., De

cualquier manera, el cuadro clinico no habia sido lo suficien

temente severo como para haber ocasionado la muerte del pacien
te durante sus primeras semanas de vida como.habitualmente se

observa en la variedad clésica (gradoc 1 de la clasificacifn -

de Dancis) no tratada. Desde este punto de vista, la enferme

dad parecia corresponder mas bien a la variedad intermedia o

intermitente (grado 2 y 3, respectivamente)}.

Antes de iniciarse el tratamiento, los niveles plas~
miticos de leucina en el paciente se encontraban por arriba de
los 20.0 mg/ (Figura 8, p. 106) Como fue mencionado, al indi--
carse una dieta basada en una ingesta proteica diaria de 2.5 g
por kg de peso, los niveles plasmiticos de leucina descendie--
ron répidamente, pero no llegaron a normalizarse, WNi alin cuan
do la ingesta proteica fue disminuida a 1.0 g por kg de peso -
pudieron alcanzarse cifras normales. Por el contrario, los ni
veles de leucina veolvieron a elevarse y el paciente empezd a -
perder peso. La normalizacifn de dichos niveles s6lo fue posi
ble cuando la dieta hipoproteica fue suplementada con una mez-
cla libre de aminodcidos de cadena ramificada, con lo cual tam

bién se logré que coménzara a ganar peso,

Estas observacicnes nos indican que la tolerancia --
del paciente a la proteina dietética es muy reducida, por lo -
gue es poco probable gque esté afectado por la variedad inter--

mitente, con lo gue esta posibilidad puede descartarse. Pero
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también muestran como una ingesta proteica demasiado baja com
promete la sintesis proteica ocasionando una significativa --
alteracién de la misma traducida por un aumente de log nive~~
les plasmiticos de leucina al ser mayor el catabolismo protei
co endbgeno gue el anabolismo y una disminucién del peso cor-
poral. Al agregar un complemento de aminodcidos dietéticos,

esta situacidn se corrige completamente con lo que los valo--
res plagmidticos de leucina se& normalizan al restablecerse la

sintesis normal de proteinas v tejidos y el paciente comienza
a aumentar de peso. Nada de esto se observsd al administrar -

la vitamina tiamina en dosis suprafarmacolégica.

Como puede apreciarse en la misma figura, solo en -
una ocasidn se alteraron considerablemente los valores plasmg
ticos de leucina. Ello coincidif con un momento de estrés --
del paciente al enfermarse de sarampitn, lo cual, muy proba--
blemente, se tradujo en un catabolismo proteico admentado. -
Sin embargo, es importante mencionar que a pesar de esta alte
racisfn, el paciente no present$ en ningfin momenﬁo alguna mani

festaci6n clinica propia de la enfermedad.

Por todo.lo mencionado lineas arriba con respecto a
la severidad del cuadro clinico v a la tolerancia de ingesta
proteica puede concluirse gue se contaba con evidencia sufi--
ciente para hacer el diagnéstico de un caso de enfermedad de

orina de jarabe de arce, no susceptible de tratamiento con --
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dosis suprafarmacolfgicas de tiamina, de la variedad interme-
dia (grado 2 de la clasificacidén de Dancis). 8in embargo, en
funcifin del considerable grado de heterogeneidad geng&tica ch-
servado en la gran mayoria de los errores innatos del metabo-
lismo, era interesante confirmar este diagnfstico determinado
la actividad enzimitica en ¢€lulas en cultivo tanto del pa---

ciente como de sus padres.

El empleo de células intactas incubadas con alguno
de los amino8cidos de cadena ramificada marcados radicactiva-
mente en el grupo carboxilo, refleja de una manera més realis
ta, como ya fue mencionado anteriormente, las complejas inte-
relaciones metabélicas de la cé&lula, por lo que la informa---
cibn obtenida a partir de este tipc de experimentos puede lle

gar a ser en un momento dado, sumamente valiosa.

Como se esperaba, la actividad enzim&tica residual
mostrada por los fibroblastos ea cultive del paciente emple--
aride leucina o valina-l-l4c fue de solo 6.67 y 2.48% de lo --
normal, respectivamente. Esto es, en ningtn momento fueron -
mencres de 2.0% ni mayores de B.0% de la actividad normal lo
gue permite afirmar gque nos encontramos frente a un paciente
con el Grado 2 (intermedio) de la enfermedad. No deja de lla
mar la atencifn, sin embargo, gue tanto el padre como la ma--
dre del paciente (heterocigotos obligados) hubieran mostrado

una actividad enzimitica aparentemente por arriba de los con-

troles normales al utilizar leucina—l—l4c como sustrato. In-
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dependientemente de gue sdlo se usaron dos'lineas celulares -
como controles y que, puesto gue este tipo de mediciones cbe-
dece. a una disgtribucidn de tipo normal -por lo gue dichas 1i-
neas celulares podrian situarse, en funcifén de su actividad -
enzimitica, por debajo de la media- la observacién es sumamen
te interesante ya que ilustra, una vez mis, la enorme hetero-
geneidad genética existente. AsI como existe una gran varie-
dad de estaturas en la especie humana, de la misma manera es
razonable suponer la existencia &e una enorme variabilidad en
la actividad de una determinada enzima. Parecerfa entonces -~
como una posibilidad, que los resultados obtenidos al emplear
leucina-l—l4c més Que mostrarnos una actividad enzim&tica ele
vada en heterocigotos cbligados, nos muestran una actividad -

baja, pero tedavia dentro de lo normal, de los controles em-~

pleados.

Ello resulta mis claro al comparar nuestros resul--
tados con los del grupo de Dancis (Dancis, et al., 1972). --
Mientras gue nuestras determinaciones (en cé&lulas normales) -
mogtrarcon una actividad de solo 0.65 nmolas de 14C02/106 C&
lulas/Hr., Dancis y sus asociados obtuvieron 1.3 nmolas de ~-
14002/106 células/Hr., esto es, exactamente el doble., De ha-
ber llegado nosotros a un valor similar, el padre de‘nuestro
paciente tendrfa un 86.0% de actividad normal y la madre un -
73.8% de lo normal-adem&s de que la actividad enzim&tica ;elg

tiva del paciente se reduciria de 6.67% a 3.3% de lo normal.
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Por el contrario, al utilizar valina~l-l4c, gi bien los re--
sultados no son totalmente comparables puesto que nosotros -
los reportamos por miligramos de proteina (a diferencia de -
Dancis que los reporta por nfimero de c¢&lulas) de cualquier -
manera.son bastante méis parecides ya que Dancis reporta 1.9

i4 14

nmolas de *%c0,/10° células/Hr. contra 2.42 mmolas de

co,/
mg de protefna/Hr. observadc por nosotros al emplear mayor -

nfimero de contreoles normales.

La medicidn directa de la actividad enzimitica em-
pleando homogenados de fibroblastos en cultive y fcide alfa~
ceto-isovalérico demostrS una vez mis una disminucién muy -~
considerable de dicha actividad en muestras del paciente ==
(10.1% de lo normal) aungue &sta fue un poco mayor gue la —--
observada al utilizar fibroblastos intactos (Tabla 8, p. 123 .
Pero ademds, gracias a este tipo de experimentos pudieron --
ser diferenciades claramente los heterocigoteos de los homoci
gotos normales, diferenciacifn no siempre posible al utili--~

zar células intactas.

Como ha sido mencionado en repetidas ocasiones a lo
largo del presente trabajo, uno de los intereses fgndémenta~~
les en la realizacifn del mismo consistid en la investigacidn
de la heterogeneidad gen&tica a nivel molecular. Ademis de -
los argumentos presentados en favor de este punto de vista en
el Capitule I (Errores Innatos del Metabolismo) lo cuales-prg

tendieron hacer &nfasis sobre la individualidad anatfmica, f£i
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iolégica, conductual, metabflica y biogquimica de los organis-
mos desde una perspectiva tefBrica, individucs afectados por -
alguna enfermedad comoe la de orina de jarabe de arce muy pro-
bablemente sean heterocigotos compuestos mi&s gue homocigotos
mutantes, especialmente cuando nc hay consanguinidad entre —-
lds pédres. Todo ello en vista de que si se acepta la inci--
dencia de esta enfermedad como de 1 individuo.afectado por --
cada 200,060 nacimientes, la frecuencia de los heterocigotos
portadores seri de 1 por cada 225 individuos (2 pg = 4.5 x —— .
10‘3) éproximadamente. Con esta frecuencia, es muy probable
que hayan surgido diférentes alelos mutantes que expliquen --
las diferentés variedades de esta enfermedad conocidas hasta
este momento. Por lo tanto, no es aventurado afirmar gue ca-
da nuevo paciente representa un tipo diferente de anormalidad
énzimética. Esta "individualidad patolf6gica" seguramente po-
drfa ser descubierta en todos los casos estudiando directamen
te al individuo afectado, siempre y cuando nuestros métcdos -
de andlisis fueran lo suficientemente sensibles, Gracias a -
este tipo de estudios es que ahora se conocen algunas varian--
tes de la enfermedad. Pero también es muy probable que indi-
viduos afectados por la enfermedad y con actividades enzimdti
cas residuales aparentemente similares tengan realmente alte-

raciones enzim&ticas diferentes,

Por los‘resultados reportados en la Tabla 8 parece-
rfa que el tipo de mutacibén que afecta a la madre del pacien-

te es de una naturaleza menos severa que aquella gque afecta -
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al padre ya que la actividad residual es de 59.9 v 39.7% de
lo normal respectivamente, Curiosamente, estos valores son -
bastante similares a los obtenidos al incubar fibroblastos in
tactos con Valina-l—l4C ya que entonces se cobtienen cifras de
64.5 v 44.6% de lo normal respectivamente. Podria ser enton-
ces gue el paciente realmente fuera un heterocigotc compuesto
¥ no un homocigoto mutante. Sin embargo, estos datos podrian
también estar reflejando algtin fenfimeno diferente al de hete-
rogeneidad genética ya que tanto Dancis como McKnight han re-
portado una aparente mayor)reduccién de la actividad enzimfti
ca en los padres de los pacientes gue en las madres (Dancis,
et al., 1965; McKnight y Spence, 1972). De llegar a confir--
marse plenamente esta observacifn deberi entonces de elahorar
se una hipbtesis alterna. Posiblemente, un anflisis de este
problema considerado desde una perspectiva andloga a la de los
caracteres controlados por el sexo podria dar sugerencias in-

teresantes (Stern, 1973).

Tampoco es totalmente clarc porgué cuande se intent8
medir la aétividad enzimdtica en homogenados de fracciones en-—
riguecidas con plaquetas las muestras obtenidas del paciente -
mostraron una actividad préacticamente igual a la de los contre
1es.y, sobretodo, porgug &stos la tuvieron comparativamente --

tan baja, casi ausente.

Puesto que la deshidrogenasa de cetodcidos de cadena

ramificada tiene una leocalizacifn intramitocondrial, una posi=-
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ble explicacibn para la ausencia de dicha actividad enzimiti-
ca podrfa ser la de un contenide bajo de mitocondrias por par
te de la plagueta. A este respecto, los tratados de histolo-
gia geflalan la presencia de solo 1 6 2 mitocondrias en un cor
te delgade de plagquetas (Ham, ;970, p. 307} contra unas 1000
a 1600 en cortes de hepatocitos (DeRobertis, et al., 1975, p.
203), lo cual sugeriria gque el contenido total de dicho orga-
nelo por la plaqueta es muy reducido. Sin embargo, algunos -
autores que han determinado la actividad de la piruvato y al-
fa-ceto~glutarato deshidrogenasas tanto en homogenados de -~
fracciones enriquecidas con plaquetas preparados de manera --
anfloga a la nuestra, como de fibroblastos en cultivo, repor-
tan haber obtenido resultados similares en ambos tipos de pre
paraciones {Cederbaum, et al., 1976; Blass, et al., 1977)., —-
Estos datos parecen indicar que la cantidad total de activi--
dad de la piruvato y alfa-ceto-glutarato deshidrogenasas es -
similar en fibroblastos y plaguetas, lo cual no es sorprenden
te si se considera la extraordinaria importancia y ubicuidad
de las vias metabflicas a las que dichas enzimas pertenecen.
Ademds, es importante recordar.que'las plaguetas éon realmen-—
te fragmentos celulares sumamente pequefios y que por lo tanto,
la cantidéd de mitocondrias por mg de proteina celular es posi
blemente similar tanto en preparados de tejido hep&tice como

de plaquetas.
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Por otra parte, como ya fue mencionado en el capi--
tulc II, la actividad de la deshidrogenasa de cetofcidos de -
cadena ramificada no se encuentra distribufda universalmente
en los diferentes tejidos del organismo. Por el contrario, -
gu actividad es mdxima en la c€lula hepdtica y considerable—-
mente mencr en el tejido muscular por lo gue, considerado ba-
jo esta perspectiva, es razonable pensar en la posibilidad --
de que dicha actividad estuviera totalmente ausente en las --
plaguetas, lo cual expliqaria satisfactoriamente nuestros re-
sultados. Sin embargo, dicha actividad deberd necesariamente
encontrarse en alguna o algunas de las fraccioneé purificadas
de linfocitos, monocitos, neutrdfilos, eosin&filos y/o baséfi
los puesto que, como se indicd, diversos autores la han medi-
do mltiples veces utilizando preparados n¢ fraccionados de -~

leucocitos.

El hecho de que los valores mostrados por los con--
troles sean s8lo un 25.0% de los obtenidos al emplear homoge-
nados de fibroblastos y muestran una considerable variabili--
dad asi como lo ya mencionado de que las actividades enzimf--
ticas de los controles, del paciente y de sus padres sean muy
similares, peodria ser indicativo de que lo gue realmente se -
estd midiendc es la decarboxilacidn inespecifica del cetofci-
do por alguna deshidrogenasa diferente a la de cetodcidos de
cadena ramificada. Xanzakl y sus asociados reportan haber ob

servado una ligera actividad de decarboxilacién de la piruva-

to deshidrogenasa de corazfn de cerdo hacia el &cido alfa-ce-
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to~-isoval&rico {14.5% con respecto a piruvato) mientras gue -
la alfa-ceto-glutarato deshidrogenasa, con una mayor especifi
cidad por su sustrato, précticamente no mostré ninguna activi
dad hacia el alfa-ceto-isovalerato (Kanzeki, et al., 1969}. ~
Claro estd que es posible gue otra u otras deshiérogenasas -
aparte de las ya mencionadas, contribuyesen a la supuesta decar
boxilacién ihespecifica observada. Puede descartarse una de-
carboxilacifn espontinea del sustrato en funcién de la linea-
ridad observada de la actividad con respecto al tiempo v a la
concentracidn de protefna, ademds de los bajos valores obteni

dos con los "blancos",

Podria suponerse también la existencia en las pla--
gquetas de una deshidrogenasa de cetodcidos de cadena ramifica
da especialmente 13hil (va fuera por su estructura intrinseca,
por su forma de asociacifn a membrana, etc.) y cuya actividad
practicamente desapareciera durante el procedimiento de homo-

~genizacibn por 1o gue ehtonces posiblemente estarfamos midien

do una decarboxilacién inespecifica.

Otra explicacifn, aungue menos probablé, supondria
la existencia de alguna(s) isoenzima(s) de la deshidrogenasa
de cetofcidos de cadena ramificada, &iferente a la hepftica -
{(la cual necesariamente serfa la fisiolfgicamente importante),
renal, de fibroblastos y leucocitos, producto, claro estid, de
un gene diferente al mutado. En este caso, dicha(s) iscenzi-

ma{s) mostraria normalmente una actividad menor que la de los
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fibroblastos y leucocitos (alrededor de un 75.0% menor en --—
"concentrados" plaguetarios); no se expresaria en higado, ri-
iién, fibroblastos o leucocitos y por ser un producto génico -
diferente al del gene responsable de la enfermedad de orina -
de jarabe de arce, su actividad, tanto en plaquetas de indivi

duos afectados como en sujetos normales serfa similar.

La investigacién de esta filtima hip&tesis implica--
ria realizar estudios de cinética enzim&tica para la determi-
nacién de pardmetros tales como KM’ KI' vy VMax
terminacifn de temperatura y pH 6ptimos con los cuales seria

asl como de de

posible diferenciar la existencia de alguna posible isoenzima

de la decarboxilacién inespecifica por alguna deshidrogenasa.
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CAPITULO VI
CONCLUSION

Las diversas determinaciones de actividad enzimdti-
ca reportadas en el presente trabajo han permifido realizar -
la primera confirmacién biogufmica efectuada en México de una
mutacidn rgéponsable de la enfermedad de orina de jarabe de -~
arce al demostrar una disminucifn mayor dé un 90.0% de la ac-
tividad de la deshidrogenasa de cetodcidos de cadena ramifi--
cada, tanto en fibroblastos intactes como en homogenédos del
mismo tipo de células provenieﬁtes del paciente. En base al
cuadro clinico presentado por el paciente, a su tolerancia a
la ingesta proteica y a su actividad enzimftica residual pode
mos afirmar gue dicho paciente corresponde al Grado 2 de la -
enfermedad de acuerde a la clasificacifin de Dancis (variedad
intermedia para algunocs autores). Puesto que es posible el -
diagnéstico prenatal de esta variedad de la enfermedad asf —-
come un tratamiento dietético efectivo, los futuros hermancs
afectados del paciente serin susceptibles de un tratamiento -
oportuno lo que les garantizard alcanzar una vida adulta nor-

mal.

Debido a la considerable sobreposicién observada -~
por diferentes autores y confirmada por nosotros de los valo-

res obtenidos con los controles normales, el estudio de la -~
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actividad enzimatica en c&lulas intactas de los padres del pa-
ciente (heterocigotos obligadoé) no es satisfactoria para la -
identificacifn de heterocigotos como tales. Sin embargo, el -
estudio de dicha actividad enzimitica en homogenados de fibro-
blastos en cultive si parece ser un método efectivo para la --
identificacidn de los heterocigotos ¥y posiblemente para la di-
ferenciacifn de ellos entre si, aunque esta fltima observacién
requerir8i del estudio de un mayor nfimero de ¢asos con el obje-
to de cgmpxobar s5u confiabilidad.- De ser efectiva, permitiré
un mejor estudio y comprensidn de fendmenos de extraordinaria
importancia para el ser humanc tales como la heterogeneidad ~-

genética v la variabilidad humana.

Bl emplec de homogenados de fracciones enriquecidas
con plaquetas tampoco resultd apropiado ho s6lo para la diferen
ciacién de los heterocigotos entre si, sino tampocdo para dife-
renciar al homocigoto mutante de los normales, debido a la pro
bable ausencia de la deshidrogenasa de cetodcidos de cadena ra
mificada y la aparente decarboxilacifn inespecifica del sustra

to por alguna otra deshidrogenasa.

Los mé&todos de anidlisis bioquimicos desarrcllados du-
rante los filtimos 50 afios han permitido avances espectaculares
en el conocimiento vy la comprensidn de diversos procesos vita-
les. Gracias a ello, diferentes campos de estudio de las cien

cias biol6gicas . han descubierto facetas de la vida insospecha-
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das hasta hace muy poce tiempo y han obligado frecuentemente -
al investigador a replantear viejas concepciones y actitudes -
filos6ficas acerca del hombre en particular y de la vida en ge
nefél. Una de las &reas gque mis ha contribuido a esta revolu-
cién cientifica ha sido, sin duda alguné, la bio;ogia molecu--
lar, la cual, con su impresionante coleccitn de descubrimientos
ha venido a enriguecer enormemente a Qtfas discipiinés afines

como la genética.

Si bien la gen&tica humana molecular ha contribuide
con importantes descubrimientos al conocimiento general del --
hombre y de la vida, es evidente gue gueda mucho por hacer y -
gue los descubrimientos "revo;ucionarios" en este campo se en-
cuentran todavia por realizar. Aunque es dificil imaginaxr gque
metodologia permitird llegar mis efectivamente a ellos, es pro
bable que los errores innatos del metabolisme sean uno de es08
camings. De sér asi, quiz& los investigadores del futuro los
lleguen a considerar como parte del paradigma que gest6 a la -

gené&tica humana molecular.
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RPENDICE

VALORES DE DECARBOXILACION DE AMINGACIDOS Y CETOACIDOS-1~14C
DE CADENA RAMIFICADA SEGUN DIVERSOS AUTORES

Autor ) Valores Reportados
14
bancis, et al., ‘ mmolas de ~ CO /90 /1.8 x 10 fibroblas~
J. Pedlatrlcs, 81l: 312, 1972 intactos

sustrato: leucina—l—l4c Valina—l*l4C
controles 3.51 5.18
% de actividad

paciente
W.B.: 0.0 0.0
K.C.: 0.82 1.4
M.C.: 0.59
bancis, et al., _ 14
Am. J. Hum. Genet., 29: 272, nmolas de = CO /120 /mg proteina (fibro-
1977 blastos intactos)
. i4
sustrato: leucina-1~ C
control
S.W.: 0.725
W.L.: 0.80
K.5.: 1.02
D.V.: 1.10
B.S.: 1.30
T.5.1 1.31
X 1.04
pacientes (5) 0.03
14 -
Danner y Elsas, molas de C02/60'/mg de proteina (homo
Biochem. Med., 13: 7, 1975 genado de fibroblastos)

sustrato: é&ido alfa-ceto-isovalérico~1

controles 1.3 - 3.8
paciente: 0.90
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APENDICE
{continda)
Autor Valores Reportados
Dancis, et al., _ C.P.M. por leucocitos intactos {4.0-5.0
New Eng. J. Med., 276: 84, 1967 mi de sangre)

sustrato: leucina~1-l4C valina—l-l4c

control Ll: 2874 2554
2: 3576 : 3127
3: 2419 2498
4: 5744 5685
5: 2026 2271
62 2072 2389
T 1366 2138
8: 2133 2092
9: 4102 3389
10: 5194 4546
11: 2954 3596
12: 2618 2930
13: 2651 2678
14: 1324 1465
X: 2939.5 2954.1
pacientes

{variedad intermitente)}

1: 643 661
2: 556 570
3: 321 394
4: 206 259
padre
paciente 2: 745 897
madre
paciente 2: 1433 1753
padre
paciente 4: 1305 1127
madre
paciente 4: 1170 -
variedad
clisica: 332 314

76 138
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APENDICE
(continda)
Autceres Valores Reportados
Schulman, et al., C.P.M./mg de proteina (fibroblastos in-
Aam. J. Med., 49: 118, 1970 tactos}
sustrato: leucina—l—l4c valina~l—l4c
control
A.B.: 24585 9778
A.S5.: 23105 10072
paciente !
(variedad intermedia)
2956 4617
padre: 40082 36766
madre: 83784 50667
variedad
clésica: 328 245
Elsas, et al., C.P.M./mg de proteina (células amnidti-
Metabolism, 23: 569, 1974 cas intactas)
‘ 4 14
sustrato: le1.1<':ina-l--1 C valina-1l- C
controles (8): 99.9 102.6
paciente: 31.0 €2.0
Harkness, et al., C.P.M./1 X 10° células amnidticas intac
- Ann. Clin. Biochem., 14: 146, tas

1977 sustrato: leuéina—l—l4c

controles(13): 64.8
paciente: 27.3
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