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El proyetﬁo dé ﬁé§is'incluye.e1ftrézo'defcurvaskestandar -

La cuantificacidn

cas (sangre o plasma) ‘ser

~estandar ya mencionadas.,1Elfpeffii,metgbéllrp;pggalfno;mall§n;hi

flos se obtendrid de una pobincian séiéécibﬂadé dél Sérﬁicio‘dé Ge-
nética del Instituto Nacional de Pediatria DIF. El perfil basal
normal de adultos se obtendrid de una poblacidn de la Unidad de --
Biologia Molecular del Instituto de Investigaciones Biomédicas --

UNAM.

El perfil de valores bioquimico-clinicbs de metabolitos en
individuos mexicanos detallara por vez primera el metabolismo ba-
sal de la poblacibn mexicana nbrmél. Constituifﬁlun esﬁéndar de
niveles normales y se utilizard para caracterizar ei sitio exacto
de la deficiencia o bloqueo enzimadtico en paclentés con errores -~

innatos del motabolismo, Conforme a la sintomatdldgin clinica y



a las alterac1ones b1oqu1m1cax peculldres 1nherentes a.un bloqueo

integrar e

denciaraie

cxente presenta def1c1enc1a mﬁlt1p1e de carboxilasas -propionil-

CoA carboxllasa,f%nw;él{c_‘ton 1-CoA carboxilasa y piruvato carboxi
lasa, enzimas qﬁeﬁ;EAQiiren de;ﬁiotina como cofactor-, El perfil

metabdlico anormal en esia'paciente nos permitir8 conocer en qué

medida el bloqueo anaplerftico mds importante del ciclo de los --
acidos tricarboxilicos contribuye a retrasar el flujo de metaboli
tos por el mismo. Este mecanismo deprimido posiblemente ocasione
las lesiones neurolfgicas irreversibles, metabolismo energético -
cerebral inhibido,'que'se manifiestan en la deficiencia de piruva

to carboxilasa. i it




Las curvas.de ‘tolerancia comprenden:

bioldgicas (sangre) respectivas, las cuales se mantuv1eron en’ con
gelacidén y que serdn empleadas para el desarrollo de esta 1nvest1

gacion.

Los estudios bioquimicos antes mencionados comprendieron -

dos fases:

1. Cuando la paciente recibia terapia con megadosis de bio
tina (cofactor de 1a enzima piruvato carboxilasa),; se -
realizaron las siguientes pruebas, »

a) infusién (I.V.) de alanina
b) administracidn oral dec una mezcla de aminodcidos &ci
do aspirtico: dcido glutfmico (1:1) L

¢} infusién (I.V.) de glucosa



recibia.ter

2. Cuando la paciente.no hpiq#cdnvbiotina‘fuc -

Otro egtﬁdiﬁféopvg les implicaci ,esfieyaﬁéu;icés en la
paciente es ei determinar si la'diethgcétqgéﬂidé régula por si so
la la actividad convulsiva_ngf;@hénto,dé;la actividad catalitica
de la piruvato carboxilasa. Lé}dieté fiéa en triglicéridos de ca
dena media elevari la pozé,int}éégiuléfrde acetil-CoA, modulador
alostérico de la piruvato carbdxilasa, a través de una via no blo
queada (#-oxidacidn) y por ende, estimulard el flujo gluconeogéni

co.

El estudio de las respuestas bioquimicas alteradas en la -



tral del?m
dacién total

ca.

mgdulafié;dist ibucid

nal de acet sterogénesis, cetogénesis y lipogénesis.

"dependencia nica:hereditaria" en la cual el bloqueo genéti
co se supere con la administracién del cofactor en dosis farmaco-

légicas.

Se intentari explicar si la respuesta normoglicémica, apa-
rentemente paraddjica en la paciente, a ayuno de 24 horas es con-
sistente con el bloqueo gluconeogénico postulado. Este estudio -
permitiri profundizar mids acerca de la impo;tancia que desempefia

la piruvato carboxilasa en el metabolismo intermediario.






El metabolismo interm iario es _suma de todas las reac-

intermediaric

célula:y'gl entor

procesos - endergbn

macromoléculas de la célula como los &cidos nucléicos, proteinas,

polisacéridos y lipidos a partir de precursores sencillos.

La mayor parte de las reacciones del metabolismo interme--
diario involucran transferencias enzimiticas de dtomos de hidrdge
no, de moléculas de agua, de unidades funcionales especificas co-
mo grupos amino, acetilo, fosfato, metilo, formllo, carbox1lo o -

adenililo. Los procesos metabflicos tanto b1051nteticos como de-

gradativos pueden ser lineales, ciclicos, ramlflcados, o blen, -

arreglos metab6licos jerdrquicos en capas. Las rutas metaboll-
cas tienen muchas etapas, de modo gque las que proporcxonan y las

qQue consumen energia quimica se adaptan a las dimensiones de los



me;abolﬁsmo" El estu--

Los errores “inn os el metabolismo pueden afectar las - -
vias metabolicas de LaTbOhldTﬂtOS, amxnouc1dos, lipidos, lipopro-
teinas, es;eroldes, pur1nas, pxrlmldxnas. porflrinas, plgmentos.

orgunometales, enzimas lisosomales, alteraciones del sistema inmy



ne, de los tejidos formadores de las células sanguineas y aberra-

ciones del metabolismo . de 1a

el control genéticoyﬁeﬂl

234a).







‘E1

tablecer5 "

clclo (glutamnto, glutamlna y aspartato)



e) cuerpos ceténicos:-provenientes. de la'movilizacibn de --

anism : 1a descarboxi-

eurolbgico severo:

ntentard integrar el

fenotipo cli iente y se evidenciari el

bloqueo meiabélic

risticas. de esta aberracifn en el

el perfil

dinfimico de 1:

pués de someterl

prolongaabs

El'éstudi

del metébél

mano normal y su T
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jidad e integracidn d

tender la

aclarar. e

enzimas: que

se manifi

mo defecto enz

sobre-la‘eficacia de ‘intervenciones terapéuticas:adecuadas en es-

tos casos.
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 GENERALIDADES -

protelnas, sintesis de RNA y DNA) asi’ como tamblen 1os procesos -
que no se asocian normalmente con las vias metabollcas:com0c10~f-

son los mecanismos de regulacidén (el control de’la‘degradacié

del glucégeno via la cascada de enzimas o el control de los nive-

les de AMP ) requieren una serie de diferentes enz1mas. g

Los sistemas metabdlicos son ejemplos de reacciones termo-
dindmicas abiertas, caracterizadas por un intercambio continuo de
materia y energia con suentorno. El sistema abierto puede ilus-

trarse como sigue:
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1ntermed1ar1os metabdlicos y:1 presenC1a de un flujo constante.

Necesarxamente, 1a,de fluJo (velocidad de conversifn -

de un interﬁédi, etabéllco en otro) es el principal factor --

que determina el éstado-estac1onar10.

Un:'sistema‘en estado-estacionario contiene dos tipos de --

reacciones: una,que'provee (o genera) el flujo constante y otras

que se ajustan-al flujo respondiendo a cambios en la concentra--

cion del sttraio La reaccién "generadora de flujo'" (primera --

reaccibén en- la via sté saturada con el sustrato-via, el cual su

ministra eiyflujo d méfefia a través del sistema abierto. Los
criterios que 1dent1f1can a una reaccibn "generadora de flujo" --
incluyen el que es una reacc16n de no-equilibrio; 1a concentra--
cidon del sustrato in vivo es considerablemente mayor que la cons-
tante de Michaelis (Km) de la enzima que cataliza la reaccibn; y
los cambios en la concentracidn del sustrato no cansan cambios en
el flujo a través de la via. Las otras reacciones que responden

a 1a reaccibn "generadora de flujo" estin veguladas por cambios -
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en la concentracidn de su sustrato via (denominado efector-inter-

no).

cién con el sustrato-via

(la reaccién

* trola el flujo estado-estacionario.::: ‘t'éc1onalmente (la:
acumulacién del producto tieme poco o ningilin efecto sobre la Teag
¢idn) al inicio de 1la via. No es senﬁible a cambios en la concen

tracion de efectores alostéricos y a otros reguladores.

-una o mis reacciones de no equilibrio no saturadas con el sustra

to-via. Proveen en forma direccional particularmente en los pasos
finales o medios de una via metabdlica larga. Influyen en la mag

nitud de la sensibilidad de reacciones cercanas al eghilibrio.

Son susceptibles a control por factores dlostérlcos, u “inhibicién
"feedback" y a control hormonal via mensn;eros secundarlos Presen
tan baja sensibilidad a cambios en 1la concentrac16n de sustrato(s)

y a efectores alostéricos.
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iniciado por-l

sensibles a

control "feedb

sensibilidad intrir

un cambi

porcional
cociente’

total de’

» ctividad de las enzimas  (aumento
o disminucién )

cambian e

lLa inhibicién o activacién de enzima alosterlcas Tepre--
rocasos metabo

Las enzimas alostéricés

licos,
activador (efector) o el 1nhib1do

estructural con el sustrato, La inh1b1c16  por "feedback negati-

vo" ocurre cuando el producto'fxna

—

gctﬁa como regulador metabd-
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lico cuando su concentracién aumenta,finhibiendo la- formacidén de

Sus precursores’y por.e

del otro producto de la via ramificada aunque este Gltimo se en-
cuentre en concentracién normal, sin embhargo, esta aparente ano-
malia es regulada por la funcionalidad de las isoenzimas (estas

catalizan la misma reaccidn a diferente velocidad).

-"feedback'" secuencial, si los productos finales inhiben a las -

enzimas que transforman al precursor comiin de vias metabélicas -’

ramificadas alternas.

-"feedback' multivalente, si se controla la formacién de prééﬁff

sores en rutas ramificadas, ambos productos finales actian en ne
forma concertada para iahibir la enzima reguladora inicial, /'Si

Gnicamente uno de los productos se acumula, inhibird su prbpia,-,'
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biosintesi#;perb hoiafecfé‘i
via ramiffiéda;
acumulativo e
mente a

presente

tor comﬁﬁién 1
proceso.de regulacién d dad metabéllca.
La iggui L1 esxs de enzimas y de éc‘dos nu--

cléicos es{bﬁsig nurol de los sistemas blologxcos. La

concentréciﬁh 6p 3 16g1ca.de una enzima es funcidén de su
sintésié"y:degqadacién. La sintesis est4 regulada por represiéﬁ
e induccién;,iEnjlé,régresién generalmente el producto final de
una secuencia metabdlica, denominado correpresor, inhibg la bio-
sintesis de ia,éﬁ;ihﬁ feprimible, la cual actia en las primeras
etapas de la bidsintesis del correpresor, Este mecanxsmo le per
mite a la célula economizar Tecursos y no alnun1zar enzimas que

no sean estrictamente necesarias. En la inducciur la 51ntea15 -

de la enzima puedc incrementarse varios miles de veces’ por la --
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presenc1a del’ sustrato de 1a enzima (1nductor) La’sintesiskde -

nformacidn conten: da en 1a regxon -

la enzima esta teg1d por:la

operdn déiiDNA

El concepto

polipéptidb"'

la estructura de’unastinica cadena pollpept1d1ca) establece que

cada gen\unlcofcont ola:la:sintesis de una enzima y por tanto/géi

pecifica unh ﬁﬁica}rea;c;éﬁvﬁioquimica individual. Asi, uné hﬁék

tacién en un genrﬁﬁi¢6:élteréré extlusivamente una reaccidn q@imi

ca primaria. Esté conéepto cubre tanto proteinas que no son énzi

mas como proteinas complejas (integradas por cadenas polipeptidi-

cas no idénticas y enlazadas de varias formas). (10a, 150a,-234a).
]

Los desordenes monogénicos responsables de anormalidades -
bioquimicas o clinicas importantes presentan uno de tres patrones
simples de herencia: (1) autosdmica dominante, (2) autosémica re-
cesiva o (3) ligada al X. El término dominante implica que una -
mutacién serd clinicamente manifiesta cuando el individuo tiene
una dosis Gnica de esta mutacibén (o es heterocigoto para ella).
El modo de herencia recesivo implica que una dosis doble de muta-
cién (u homocigosidad) es requerida para su detéccién clinica,
l.os genes responsables de los desordenes ligados al X se localizan
en el cromosoma X; el riesgo clinico y la severiddd de la enferme

dad es mayor en el sexo femenino (con un par de cromosomas X) que
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puede ser heterocigoto .u homotigotofpara un ‘gen.mutante  (10a, --

150a, 183a, 234a)

1a produc

activas. .

alahinaf(a’ménta 1

susfrato)

Por'§tr07i$d6;’$if¢1‘1qd" hef§d§€aieio§igfuncloﬁaieé
en ambos loci que espec{figan una eﬁzima:wléVf;&uééidﬁ;aella aCti
vidad enzimitica es mayor y los mecanismos de compensacién no' su-
peran esta deficiencia ocurriendo manifestaciones clinicas y pa-
tolégicas severas. Los homocigotos para fenilcetonuria con una -
reduccidén importante de la fenilalanina hidroxilasa, acumulan can
tidades excesivas de fenilalanina que daflan.en forma marcada vias

metabdlicas secundarias causando detrimento en el desarrollo cere

bral (183a, 234a).

Las lesione: BiQQUimigasvbﬁsicas en los desordenes monogé-

nicos involucran defectos en una amplia variedad de proteinas, in
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cluyendo enzimas, receptores, proteinas de transporte, hormonas -
peptidicas, inmunoglobulinas, colidgenas y factores de coagulacidn.
La mayoria de los desordenes monogénicos cuyas bases bioquimicas
han sido definidas corresponden a la actividad deficiente de una
enzima especifica. En otros desordenes metabllicos se sintetiza
una cantidad normal de proteina pero mutada estructuralmente. --

(10a, 150a, 234a).

Como ejemplos de enzimas con actividad deficiénte, demos-
trada en humanos, que causan desordenes metab6licos citaremos --
las siguientes: catalasa, acetil-CoA carboxilasa, tirosinasa, --
oxidasa del 4cido homogentisico, arginasa, piruvato descarboxila
sa, sintetasa del 4cido arginosuccinico, lactasa, galactosa-1--
fosfato uridil-transferasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, glu
cosa-6-fosfatasa, fructosa-l-fosfato aldolasa, fructocinasa hepi
tica, fosforilasa hepética, fosfofructocinasa muscular, hexocina
sa, 6-fosfogluconato deshidrogenasa, glutati6én reductasa, fosfo-
glicerato cinasa, piruvato cinasab/S-netilcrotonil-CoA carboxila
sa, carbamilfosfato sintetasa, ornitina transcarbamilasa, fruc--
tosa-1,6~difosfatasa, 8cido isovalérico-CoA deshidrogenasa, pi-
ruvato carboxilasa, hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa,
dihidrolipoil deshidrogenasa, cetoficido descarboxilasa, fenilala
nina hidroxilasa, propionil-CoA carboxilasa, p-hidroxifenilpiru:
vato oxidasa, lipasa 4cida, xantina oxidasa, etc. (10a, 150a, -

234a).

Una mutacibn en la actividad enzimidtica ocasiona afinidad
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reducida por el sustrato especifico, la acumulacidén consecuente -

del sustiaf‘ érhacién incipiente del producto(s) final (es)
’ loqu g&q}’\ﬁs pos;ble que vias metabélicas colaterales
léjé(influenciadas por la concentracién excesiva
:tvia_afectada por la mutacidén o bien que ésta
pueda moc ividad de otras enzimas pertenecientes a --

vias metabdlicas diferentes. (150a, 183a, 234a).

‘Los' métodos ' de aﬁiiisis épropiados para el estudio de un -
defecto éh;iﬁ{fi¢qf$qn los de enzimologia. La elucidacién gené-
tica de un£déf§Ct6'énzim6tico en los errores innatos del metabo--
lismorredﬁiére'&e valores cuantitativos de la actividad enzimiti-
ca y pueden examinarse diferencias cualitativas en las caracteris
ticas de la enzima (inestabilidad, termo-resistencia, movilidad -
electroforética alterada, propiedades inmunolégicas, examenes de
la actividad enzimdtica en células sométicas in vitro). Las enzi
mas pueden ser ensayadas en sus propiedades cinéticas, ejemplos:
diferente Km, respuesta alterada a sustratos o cofactores, sensi-

bilidad modificada a inhibidores (10a, 150a, 234a).

Un ejemplo de error innato del metabolismo que se hereda -
en forma autosdmica recesiva es el caso clinico que se estudia en
esta tesis, un defecto de actividad deficiente de tres enzimas --
mitocondriales que responden a biotina. La paciente estudiada --
presenta acidosis ldctico-pirivica dobido a la actividad deficien
te de las carboxilasas de piruvato, propionil-CoA Yje'-etilCTDtO'

nil-CoA, enzimas que requieren de biotina como cofactor. El - -
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diagnéstico de deficiencia miltiple de carboxilasas fue confirma-

do al demostrar una .act

que el minimo diario requeridd), e :

primario es una deficienciareﬁilaJSin;etéﬁﬁ-&;:héiQCArbékiYésé -
mitocondrial (Gonzélez-Noriega;:A;,:drtii, ﬁ-& Velﬁzquez,A._Manug
crito en pfeparacién). La holocarboxilasa. sintetasa comﬁnuune -
covalentemente biotina a las varias apocarboxilasas iné;tiya;—pa-
ra formar la holoenzima activa (holocarboxilasa activa)(SQ{:75, -
174, 191, 205). Las anormalidades bioquimicas caracterisfiéﬁﬁyde
este desorden genético incluyen acidosis lactico pirivica, excre-
sién urinaria incrementada de 3-metilcrotonil glicina, ﬁcido‘s-mg

tilcroténico, fcido 3~-hidroxi-isovalérico, &cido 3-hidroxi-pro-

pidnico y &cido 3-metil-citrico (7, 8, 59, 156, 176, 217).

La propionil-CoA carboxilasa participa en el metabolismo -
de isoleucina, valina, &cidos grasos de cadena larga, treonina y
metionina. LajS-metilcrotonil-CoA carboxilasa es importante en -
la degradacién de leucina. La piruvato carboxilasa es una impor-
tante enzima gluconeogénica, participa como enzima anaplerética -
en el ciclo de los &cidos tricarboxilicos, contribuye con el meta

bolismo lipogénico y cetogénico (7, 8, 59, 75, 155, 172).
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En la paciente, la reactivacién de la enzima mutante defi-

ciente; piru

tracelula

x1do reduccxén select1va

presenc1a e 1nnumerab1es com--

puestos (153,,1§b 6

_ flcientemente d11u1da los p1r1d1n nu-
g1e6t1dos NAD y NADP tienen una exc1tac10n mdxima en la regibdn

del ultrav1oleta cercano a .60 nm. Las formas reducidas NADH vy
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NADPH tienen una exc1tac1on adxc1onal a 340 nm;. “Estas iltimas --

son fluorescentes y lasv
- cia de las molécq
de energia de

cidn d1h1dr

propdsitos practicos el valor m:g para NADH y NADPH edu1vale a -

2 xmo1 Y xmm' (73, 137, 201, 121a)%

6.3 x 10
La sensibilidad 1imite teérica de la med1c16n fluorometr1-
ca de los nucledtidos de piridina ox1dados o reduc1dos es del or-

den de 10 9-10 13 molas. Este Gltimo n1ve1 es de uC111dad anall-

la metodologia para la cuantificacibn de los: metabollto prop651-

to de esta tesis se emplea una amplitud de 0.1- IOI;LM(O - 10 x -
10 -9 molas) de NADH y NADPH o bien de NAD® y NADP on-un volumen



final de 1.0 ml en la J e;3en espec
cuant1f1cac1on

9, 995, 99b. -

trofotomctr1a el limlt
de NADH y NADPH‘es de
137). i

eleva ddad del método fluorométrico resulta -
de 1la eleccxon‘de dos longitudes de onda; una A 6ptima de excita-
cién y una jlopt1ma de emisién fluorescente. Ocurre por tanto -
un grado extra de libertad en relacibn con 1a espectrofotometria

la cual emplea solamente una longitud de absorcién. Para una am
plia variedad de compuestos la regibn espectral entre los picos -
de excitacifn y de emisidn puede ser tan pequefia como 10 nm o tan
grande como 250 nm.  Algunos compuestos pueden absorber en 1a --
misma A pero no siempre presentan la misma A de emisibn fluores

cente (62, 63, 194, 239).

La medicidén fluorométrica no siempre se realiza en el pico
espectral o en la regidn relativamente plana de la curva espec- -
tral como se requiere en espectrofotometrfa. En consecuencia, -
en fluorometria pueden evadirse compuestos interferentes emplean-
do longitudes de onda alejadas de 1a activacibn o emisibn miximas

(73, 137, 194).

En fluorometria se mide directamente la radiacidn emitida
y esta puede ser aumentada o disminuidn modificando la intensi--
da de la energfa radiante dec excitacién. En camhio, en espec--

trofotometria la radiacibn absorbidn se mide en forma indirects
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como la diferencia;.

1 tiy‘mé te pequefia, entre el haz incidente
de refgrendi smitid
te. Un.déér
de reduce 1a
método p1erd
ma a la seﬁ

sayo fluoyome

En fluorometr1a e1 fotodetector reg1stra d1ferenc1as rela-

,efemlsxon fluorescente generada

t1vamente grandes de la energla
por la propia muestra contra un "background" (fluorescencxa de --
solvente, fluorescencia de la cubeta, emisién Raman, dispersién -
de la luz incidente) virtualmente de "cero". La lectura de lag--
muestra puede ajustarse a 100% controlandoAla intensidad'de iasé;
fuente de radiacién y la amplificacidn del selector (99,'179, --

194, 239).

En virtud de 1la elevada selectividad y sensibilidad de las
mediciones fluorométricas estas tienen un uso amplio en el anfli-
sis cuantitativo de cantidades traza (concentraciones minimas) de
compuestos dé interés biol6gico. Por estos métodos es factible -
ensayar micromuestras, muestras biolégicas muy pequefias, emplean-
do un volumen de mezcla reactiva normal y coenzimas suficientemen

te diluidas (99a, 99c, 201).

El método enzimdtico implica elevada especificidad de la -

enzima adecuada por un sustrato particular ain en presencia de --
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lectiva y especifica del sustrato particular y en presencia de 1a

enzima adecuada que actiia como catalizador Sa
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deriva'déag

192). .E1 glucégeno muscular n

no, am1noac1dos y,otras.

glucosa en conducto intestinal

_ cosa-dependientes yldéés”?,“
192). | ’
La veloc1dad de ut .2 Cioﬁ‘eéfﬁ determinada por la concen
tracibn de glucosa en. ‘los compart1m1entos extracelulares; si los
niveles de glucos arﬁo os ocurre una 6ptima asimilacibn por
los tejidos incluyenﬂp el m culo e higado. En hiperglicemia de
diabetes mellitﬁ;?guméﬁté captaciGn de ‘glucosa por cerebro y -
miocardio; en cbnt;asté, hlgadovy mﬁsculo son incapaces de tener
una nutricién normal (pétgﬂq descrito adecuadamente como "inani--
cién en medio de 1n'abundancia"). En hiperinsulinismo -<causado
por hiperplasia o‘neoplasia de las c€lulas & (en los islotes de -

Langerhans) o bien después de inyeccitn de insulina- se incremepn



(%]
[

ta la asxm1lac16n de. glucosa porneljmﬁs uloy diéﬁihungla,absor-

1stema nerv1oso""

cidén por 01 

E1 etﬁnéif e 1a-produccién de glu

(de 20 a 76) y Jav_‘
reflejan el estadA“‘ as
vamente. Resultaniinhib das 1a conversién de glicerofosfato a --
dihidroxiacetona. fosfato g}uééneogénesis a partir de piruvato -
(por derlvac16n d : iéqthfé} y a partir de alanina (23, 92).
Los. er1troc1tos,_leucoc1tos, la médula 6sea y renal, los -
nervios. perifer1c 5 lprobablemente en menor extensibn el msculo
(esquelético ).cérd1a;o) metabolizan glucosa hasta lactato (y piru
vato). Estas moléculas’son transportadas a higado y rifién (corte-
za renal), via circulacién sanguinea, donde pueden ser reconverti-
das a glucosa “ciclo de Corl" Los valores de reciclacibn varfan
de 27-58 g/dia (requer1m§en:qs,metabélicos basales) y parecen no -

estar relacionados al'Status'nutricional del individuo. Los valo-

res no cambian en condicione cayuno-o en estado de pnstabsor--

cién (26, 27, 133, 154 iﬁiones metab8licas basales el --

nervzoso central, cerebro, ®ritroci -

tos y leucocitos,equiyalg 180 g/dia, consume que incluye los re-
querimientos energéfiébS}minimos de otros sistemas glicolizantes -

(26, 97, 133, 154, 166). En ayuno breve,cerca de 36 g (201) de 1o
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glucosa utilizada diariamente es catabolizada via glucdlisis anae

rébica y reci

mato,-argin

convertlrse primeramente a. UDP glucosa via gluco-

sa-6- fosfato Yy glucosa 1-tosfato (41, 154, 192)

En inanicidn, el suministro continuo de gluéosa sanguinea -
es esencial para mantener la homeostasis energética y de glucosa.
En ayuno de 48 horas se depleta casi completamente el glucégeno -
hepatico y la velocidad de produccidén de glucosa depende directa-
mente de la accesibilidad de sustratos gluconeogénicos (1, 23, 27,

4, 150, 154). La gluconeogénesis involucra la conversidn de ami
nodcidos y la reciclacidn de esqueletos carbonados derivados de -~
glucosa (lactato, piruvato, glicerol) a glucosa. El1 metabolismo
oxidativo de los fcidos grasos (incrementado) soporta la sintésié -

de glucosa a partir de lactato (producto glucolxtlco) El efectb

neto del "ciclo de Cori" es el 1n1c1o de la lanzader

energética
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y la economia de .

do la oxidacién

cién‘;Ota
cuentajde?ZI
1actato,5pi

via gluconeogénesi

glucosa  a

20% a.piruvato

los metahlsm

respectlvamente

cisn- (27J

embargo, no hay ev1denc1ns de que eV1sta una d1ferenc a 51gnif1ca
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tiva en la capacidad gluconeogénica de ambos grupos (65, 70, 71,
84). En nifios normales después de restriccibn calﬁrica,‘jz,-'24a
horas, muestran bajos niveles de glucosa en plasma e incrementé‘}"
de cuerpos cetdnicos sanguineos, BEsta relacidn invefsa‘féfiéjét}

la transicién desde una fase en que la glucosa es la fuente

gética predominante a una situacidn en que los sustratos deriva
dos de lipidos, 4cidos:grasos-libres y cuerpos ceténi

84, -168).

fian un papel importénﬁgf(ZO'

En estado de ayuno iﬁ fése natriurética se caracteriza pbf
la resistencia a mineralocorticoides exdgenos y estid aparentemen-
te relacionada con la ingesta de carbohidratos. En individuos --
con dietas isocaldricas libres de carbohidratos se induce natriu-
resis similar a la producida por ayuno. La retencibén prominente
. de sodio (Na+) que acompafia 5 la realimentacidn no ocurre si la -
dieta consiste Gnicamente en aporte de grasas y es lenta si la --
dieta suministra exclusivameﬁte proteinas. El glucagon parece -
estar involucrado en estos mecanismos fisioldgicos. La infusibn
de glucagon bloquea el efecto antinatriurético de los carbohidra-

tos (21, 133, 154).

Pacientes adultos en estado postoperativo presentan aumen-
to de glucosa en sangre acoplada con una reduccidn de tolerancia
a glucosa. Los niveles de glucosa permanecen elevados por varios
dfas. En el postoperativo el neonato normaliza la concentracidn

de glucosa en el transcurso de 12 horas (40, 56, 79).
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Los nifios normales recién nacidos tienen baja capacidad de
depuracidn de glucosa (admin%straﬁiénfl.v.) dufante las primeras
24 horas de vida. La tolerancia a glucosa aumenta con la edad y
en 5-7 dias la velocidad de depuracitn se aproxima a la unidad.
Se cree que la glucosa de origen materno sea la fuente primaria -
de energia para el desarrollo del feto; la glucosa pasa por difu-
sion facilitada a través de la placenta (40, 56, 140). Esta glu-
cosa se emplea en el metabolismo oxidativo energético y para pro-
veer sustratos para la biosintesis de glucégeno y grasas. En enm-
barazo normal hay una relacién cerrada entre la concentracibn de
glucosa materna y feta{; en estado de ayuno ocurre una diferencia
significativa de 6 mg/100 ml. En embarazo diabético la diferencia

es alrededor de 40 mg/100 m1 (40, 56, 140).

El metabolismo de carbohidratos responde dinfimicamente du-
rante la evolucidn de un proceso infeccioso. Opera interrelacio-
nindose a los efectos de otros factores incluyendo: hormonas glu-
co-regulatorias; accesibilidad de carbohidratos exSgenos en la --
dieta; administraci6n parenteral de carbohidratos; depbsitos de -
glucdgeno en los tejidos; accesibilidad hepStica de lactato, piru
vato, glicerol y aminodcidos gluconeagénicos; y el"statud nutri--
cional del organismo respecto a proteinas, lipidos, vitaminas y -
minerales disponibles., La utilizacién de glucosa en infeccidn de
pende también de 1a integridad de los mecanismos enzimiticos glu-
coneogénicos en higado y de la capacidad de las células periféri-
cas para captar y metabolizar glucosa. Todos estos factores pue-

den estar influenciados por infecciones especificas de diferentes
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tipos, dependlendo de la evoluc16n de la 1nfecc16n y de sus_com--

las 8 de] pancre

mos en la concentrac16n de glucosa sanguinea, respondiendo con

elevada rap1dez (26 '27 133). En ayuno, 1a co ,
de insulina excretada puede modular la 11berac16n;de sustratds =
gluconeogenlcos y la extraccidén fraccional hepﬁt1ca de los mxsmos
asi tambi&n regula la entrada de glucosa en el torrente sanguineo
(26, 27, 133). Fisiolbgicamente la insulina regula la salida de

glucosa a la sangre (51, 1i8, 192). La insulina incrementa la ve
locidad de trasferéncia de glucosa desde el compartimiento extra-
celular al intracelular (51, 118, 192), aumenta la sintesis de --
glucdgeno muscular y de dcidos grasos en higado y tejido adiposo

(51, 118, 192). Se considera que la insulina act@a primeramente

en las cé&lulas no hepiticas (tejidd periférico) para asegurar el‘
transporte de glucosa, aminoécidos y otrds iones a través de la -
membrana plasmatica, pero inhibeé a:la* llpasa hormona- sensible- del

tejido adiposo tal que la mov111zac1on'derlos 5c1dos grasos es da

flada y en cambio se estlmula 1a te51s‘de protelnas, grasas y -
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des corticoadrenales como el cort1501 estimulan;gluconeogenesis,

zacidn periférlca de glucosa -en mﬁsculo, tedeo adxpoec y lanf01

deo- (96, 118 192)

La glucosa se incorpora al metabolismo intermediario por -
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un proceso bioquimico fundamental: la fosforilacién a glucosa-6-
fosfato, reaccidn catalizada por la enzima hexocinasa. La enzima
esti ampliamente distribuida en higado, miisculo y tejido adiposo
(96, 118, 192). Su actividad catalitica no depende de los nive--
les dé insulina, La concentracién aumentada de glucosa-6-fosfato
modula la actividad de la enzima por un mecanismo de retroinhibi-

cidn (96, 118);f}Léréﬁzima fosforila otras hexosas o derivados de

hexosas (- fructosa; manosa,

:glucosamina) (118, 192).

Glucos§x+;AiPﬂ}¥gE:$; ;Gluéqégférfosfatqf+ ADP
La enzima glucocinasa es especifica para foSforilap Gnica-
mente glucosa. FEstA presente, en niveles minimos, exclusivamente
en tejido hepitico y es pobremente activa en diabetes o después -
de ayuno prolongado. La concentracidn aumentada de glucosa en la
circulacién portal regula su actividad catalitica. Su elevado va
lor de Km supone la presencia de elevadas concentraciones de gluco
sa-6-P antes de que llegue a saturarse la enzima (96, 118, 192).
Su contribucidn al equilibrio homeostatico de glucosa se ve redu-
cida, en forma drfistica, si la glucosa cae. Ocurre entonces un -
breve periodo hipoglicémico provecado por los efectos residuales
de 1la insulina y de la glucocinasa (96, 118), 5i el estado normg
glicémico se ha establecido, 1la hexocinasa (de mayor afinidad a --
glucosa) asume la fosfarilacidn de glucosa a medida que &sta entra
a la célula (96, 118, 192). En el higado, 1a velocidad de fosfo-
rilacibn de las hexosas determina la velocidad metab6lica mixima

de 1a glucosa (118, 192).
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La glucosa-6-fosfato sigue por varios procesos metahblicos
alternativos.’ La desfosforilacidn, catéiizadé por la eniiha glu-
cosa-6-fosfatasa, regenera gl#cosa libre (118, 192). Solamente -
las células hepiticas, renales e intestinales hidrolizan glucosa-
6-fosfato, contribuyendo a los niveles sistémicos de glucosa (96,
118, 192). Cuando disminuye la asimilacibn de glucosa por miiscu- .
lo y otras membranas celulares, aumenta 1la actividad de las enzi-
mas gluconeogénicas (piruvato carboxilasa (PC), fosfoenolpiruvato
carboxicinasa (PEPCK) y fructosa 1,6-difosfatasa) incrementfindose
por ende la gluconeogénesis (228, 229). Al mismo tiempo, las hor
monas adrenocorticales (hormona adrenocorticotrbpica, ACTH, corti-
cotropina) estimulan 1a actividad de los microsomas hep8ticos, au
menta la produccién de piruvato (precursor directo de la glucosa-
6-fosfato) promoviéndose 1la hidrdlisis de glucosa-6-fosfato y la -
liberacidn de glucosa libre (227, 229). La actividad de la enzi-
ma glucosa-6-fosfatasa aumenta en estados de diabetes, en inani--
cibn y después de la administracibén de esteroides corticoadrena--
les (96, 118, 192). La glucosa-6-fosfato se convierte a glucosa-
1-fosfato, cquiliﬁrio reversible catalizado por fosfoglucomutasa;
constituye la etapa inicial en la sintesis de nuclebsido-difosfa-
to-ésteres (adenosina, guanosina, uridina, timidina) s partir de
glucosa. Estos se utilizan a su vez para la sintesis de difosfa-
to-azficares (galactosa, galactosamina, ficido glucorbdnico, &cido -
idurdnico, ramnosa y fucosa) y son precursores para la sintesis -
de polisacdridos (96, 192). La otra via metabblica disponible pa
ra el catabolismo de glucosa-6-fosfato es 1a ruta de las pentosas

fosfato; consiste en la deshidrogenacidn enzim$tica de 1a glucosa



42

6-fosfato a 6-fosfogluconato.

to representa un medi

145). El mﬁsculo esquelétlco carece. v1ttualmente d“e

de hexosas en pentosas, partlcularmente en: la r<

{mol€cula necesaria para la biosintesis de 5c1dos nuclélcos 1
118, 145, 192). Es un mecanismo clave de la funcién oxldatlvaa—-
_completa de las pentosas, mediante su conversifn en hexosasi, in--
gresando de esta mancra a las vias glucolitica y ciclo de los‘éﬁi
dos tricarboxilicos. En la gliandula mamaria durante el periodo. -
de lactancia prevalece la ruta oxidativa completa que conduce ex-
clusivamente al NADPH (96, 118, 145, 192}, la ecuacidn global es:
Glucosa-6-fosfato + 12NADP' + 7H,0 ——>

6 CO, + 12 NADPH + 12H + P,
En algunas condiciones metabGlicas los productos finales -

de la ruta de fosfogluconato son la ribosa-5-fosfato y NADPH.
Las enzimas (en espacio extramitocondrial) involucradas en esta -
secuencia son: la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, 6-fosfogluco-

nato deshidrogenasa y la ribosa-fosfato-isomerasa. La ecuacién --

global puede representarse como:



Glucosa-6-fosfato ferADPf;‘f‘HZQVV‘—*

conversién:

transferenci

(glicoaldehido

y 192){ Se ha

sa 6—fb$fﬁ£

(estimadas’e
conato)fcoh ro £ 'de carbono de hexosas al c1clo fosfa--

tos-de pen

veramente 11m1 ad

ADPH

qrfia‘concentracidn mixima efectiva de NADP®
y el coc;ent ;;H‘ /'NADP+ citoplasmiticos (145, 192). La -
: él}flujb de pentosa es regulada a nivel fisiol6gi

co por 1a condic16n glucolit1ca imperante debido a que la glucosa

6-P es un sustrato comGn para ambas vias (118, 145), La ruta fos

fatos de. pentosa ééf;mportante para la funq16n metab6lica del adi

En estos el apor-

) y-del glutat16n

La secuencia multienzimftica que cataliza la oxidaci6n par-
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cial de glucosa-6-fosfato a lactato incluye las enzimas: glucosa-
fosfato-isomerasa, 6-fosfofructocinasa, fructosa-difosfato-aldg
lasa, triosa-fosfato-isomerasa, 3-fosfogliceraldehido deshidroge-
nasa, fosfogliceratocinasa, enolasa, piruvato cinasa y lactato --

deshidrogenasa. Dos reacciones de esta via mantienen una relacién

DH/NAD' , ¥ som --
gliceraldenido des-

permite el,fiﬁ'

96, 118, 192).

Py + 3-fosfogliceraldehido TNAD
XNADH +

La conversidon de glucosa a lactato es esencialmente irre--

v1,3-difosfog1icerato ' j'pii'ruv/at:o“’

versible, la reaccidn global se representa como sigue:

C6H1206 * ZPi + 2ADP ——s ZCHSCHOHPOOH + 2 ATP + ZHZO

En diferentes condiciones de “stress” fisioldgico, cuando
la demanda energética es sustancial -por ejemplo en ejercicio ex
tenuante o bien en hiperventilacidn de encefalitis, casos en que
la velocidad de oxigenacidn celular es deficiente- ocurre un desa
coplamiento entre las reacciones oxidativas, a través del par re-
dox NADH/NAD’, y el sistema de citocromos. Aumentan los cocien--
tes NADH/NAD*. lactato/piruvato y disminuye el pH sistémico; ocu-

rre hiperventilacibn y agotamicnto (36, 118, 192).
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La efitiénhig'del{flujo{oxidafivo‘parcial’de,glucQSa.en --

los eritrocito

gética es ad

da (96, 118”*192)

Glucosa + ADP + ',"zp'i

+ 2 NADY e

bles. La ac Qn‘energetlca por oxidacién parcial de gluco-
sa representa aproximédamente‘el 8% de esta’'energia (96, 118, 157,

192).

El glucﬁgeno macromoleculas de unidades de glucosa en en-

laces o<-1, 4 y a<-1 0 gluc0511ﬁ‘ co forma el deplsito de gluco

sa en el hepatQC1to y enllas células muSculares (26, 27, 45). El
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glucdgeno ejerce una -presidn.osmética minima y es potencialmente

degradable (26, Z7,}{5jllLﬁ5%rpptura y la sintesis de glucbgeno -

tienen lugar enflqs nd reductores del polimero (118).

El paso limitante intesiéry del rompimiento de glucdgeno -

en el higado es catalizado por las enzimas glucbgeno sintetasa y

,la.gluc6geno fdsforiiésa,fr speﬁtivamente (96, 118). La activi--
dad de cada una de estaé‘éﬁ;imhs estd regulada por un equilibrio
cinasa-fosfatasa especifico“que controla la interconversibén de --
las formas activas (defosfo-enzima, a) e.inactivas (fosfo-enzimas,
b) (96, 118, 192). La glucdgeno sintetasa cataliza la transferen
cia irreversible de residuos glucosilos a partir de UDPG formando
enlaces (1 — 4) o(-glucosidicos (96, 118, 192). Es totalmente --
activa en las condiciones idnicas que prevalecen en el hepatocito.
Los niveles relativamente elevados de glucosa-6-fosfato y de ci--
trato activan a la glucbégeno sintetasa b (118, 192). La enzima -

“ramificadora, oligo-(o(-1,4 —»oX-1,6)-glucantransferasa, transfie
re segmentos (de longitud aproximada de 7 unidades de glucosa) --
de una cadena a un residuo glucosilo en otra cadena de la molécu-
la de glucégeno. Se forma un enlace (1 — 6) —o4X-D-glucosidico
(un nuevo punto de ramificacidén) (96, 118). La enzima glucdgeno
fosforilasa cataliza la eliminacidn, por fosfato inorginico, de -
un residuo de glucosa en forma de glucosa-1-fosfato. La cadena
de glucbgeno resultante presenta una unidad de glucosa menos (96,
118, 192). La glucégeno fosforilasa es estimulada por AMP, - -

(Glucosa)n + HP042" —_— (glucosa)n_1+ glucosa-1- fosfato

o ———

via aumento de 1la afinidad de 1la fosforilasa b para glu-
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inhibida por glucosa, via dis-

1 glucégeno

sa hidroliza:la

glucdgeno original

La bi@sinﬁésis'dé glucosa a partir de precursores no gfucg
sidicos, estd fégﬁladé fundémentalmente por 4 enzimas clave: la -
PC, la PEPCK, la fructosa 1,6-difosfatasa y la glucosa-6-fosfata-
sa (36, 118, 188). Los. cocientes NAD'/NADH,H'; NADP® /NADPH, H'; -
ATP/ADP; acetil-CbA/CoASH‘y los niveles de intermediarios del ci-
clo de los acidos trié;;gggiiigbsligbn'sistemas reguiadoresrimpoi
tantes del metabolismo'giﬁ¢oneogéniéo (36, 188). La insulira neu
traliza la biosintesis‘de las cuatro enzimas y el cortisol induce
su sintesis de novo (138, 188). La gluconeogénesis involucra 1la

formacién intramitocondrial de oxalacetato (de 4 carbonos) via PC
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(24, 26,236,L7sjl népeﬁdiéﬁd”'&eiipotenciaitrgqo;,citopxasmatico,
el oxalacet5£0' za-la' mel condrial como aspai
la relédjé‘“
NAD' ).

to deshidrogena

y malato, re

42, 188).

lacetato).

la secuencia catal

fosfoglicéfdm a
- do deshldrogenasa,

192), El equ111br10 redox 1actatofdes

En la vida fetal la capacidad gluconeogén1ca esta d15m1nu1da. A
~ Las adaptaciones metabblicas que ocurren en el neonato--el aumeq-
to de glucagon, de la hormona del—crecimienio y de cortiso;,'asi
como la oxidacidn incrementada de los 4dcidos grasos en el higado
(que se refleja como aumento de cuerpos cetfnicos circulantes)--
contribuyen a elevar la actividdd gluconeogénica en los primeros

dias postnatales (140).

La liberacidn esplinica de glucosa, en un adulto normal --
que consume 1,800 kcal/dia, se aproxima a 180 g/dia de los cuales
144 g/dia son empleados por el cerebro hasta oxidacién completa a -
CO2 y Hy0 (26, 45, 133). La produccibn de glucosa por tejido es-
plénico, durante ayuno toda la noche, da cuenta de 122-420 g/dfa,

cantidad que corresponde a la mitad de 1a energia calbrica basal
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(133, 154).

nica de glucosa es

“;Bcufre una relacién estequiomé-
giﬁﬁéheogénesis. La amoniogénesis es
ohébsfasis icido-base, titulando la -
15”6rina. ‘El sustrato gluconeogéni-

lutamlna (26 Z], 133, 154). La glu-

lomerular es‘reabsorblda a nivel -

x;m§x1ma es de 225 mg/min
vfiltracién glomerular de
oncentracién de glucosaen

'Ebntrados en diabéticos. in

ayuno (21. 51, 187) 51 la‘

ebldéra enfermedad jntrln

seca rena eb1_o a deplec1on de volumen, concentrac1ones mas .

elevadbS'de' lucosa en- plasma seran requerldas para 1ndu01r gluco
suria, - La glucosa no reabsorbida causa diuresis osmbtica la cual
progresa en severidad conforme la hiperglicemia se incrementa (ZL

51, 187). Durante la diuresis osmbtica, la pérdida obligada de -
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agua junto con electrolltos es 1a _Tesponsable de la deplec1on de

volumen y de des 1dratac1 n,

(21, s1, 137)

bserv’dos ‘en: pac1entes dlabetlcos -

suria renal.
cosuria (92)

ml (192).

droxibutirato (10-15%) y glucok

los valor%f corresponden a 46

229). La concentrac1o nta 0. 5 1. 0%

del peso hiimedo de este tejldo, ‘pero-‘debido’ la'gran masa muscu-
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lar

esta_

do no depi‘

butirato.f

de écidqugras

en mﬁscul

doy tejldohadlposo)g(72, 122  149)f'5Eﬁ115 fﬁ§e §Q§nidaé de tra-
bajo. muscular, se observa un efecto de "economia de gluc6geno' en
virtud de que aumenta la oxidacidn de acidos grasos libres; la ac
cesibilidad de &éstos y de /G -hidroxibutirato es superior a la ve
locidad de su utilizacidon, lo que resulta en incremento de sus ni
veles en plasma. Se reducen, en forma progresiva y simultdnea, -
la deplecidn de glucdgeno hepitico y muscular, y la produccidn de
lactato (72, 122, 149), En la fase inicial de recupe;acién de --

trabajo muscular, los nxveles de 4cidos grasos libres y glicerol

persisten elevados,,@ 1drox1but1rato y glucosa aumentan en san

gre (72, 122, 149) El metabollsmo energético del mGsculo cardia

co, en estado de’ reposo 0 en actxvxdad moderada, esti dado por 1la
oxidacién de 1ip1dos (aporta el 70%) y de glucosa (cuantifica con

el 30%) (96, 118). La poza de glucdgeno, que existe en cantidad -
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'limitada. soporta la transicibn desde un estado de reposo al de -
actividad. En la fase inicial de trabajo, aumenta la contribucifn
de glucosa sanguinea y de glﬁcﬁgeno hasta 82% (96, 118). El cora
z6n metaboliza dcidos grasos libres y lactato circulantes, adapta
bilidad que le permite mantenerse al margen de las fluctuaciones

de glucosa en sangre. La actividad glucolitica en miocardio sola
mente gfnera energia adicional ‘en casos de emergencia (96). E1 -
misculo cardiaco, en contraste con los miisculos voluntarios, es -
insensible a los nivelés de insulina y la cantidad de glucbgeno - -
en este tejido puede variar en direccidn opuesta a la de otros --

misculos (96, 118, 192).

La capacidad del tejido adiposo humano para utilizar los -
carbohidratos de la dieta, como precursores para la biosintesis -
~de fcidos grasos, es extremadamente baja en virtud de que el higa
do suple esta funcién en forma importante (105, 153, 221). Las -
células adiposas expuestas a insulina, experimentan sintesis au--
mentada de triglicéridos, a partir de glucosa y/o piruvato; la ac
tividad de glicerocinasa es estimulada y ocurren cantidades cre--
cientes de glicerol-3-fosfato. La insulina induce movilizacidn -
de glucosa por la via oxidativa de fosfogluconato, potencialmente
activa en tejido adiposo, para generar los equivalentes reducto--
res (NADPH) requeridos para la biosintesis de 4cidos grasos (10§,
153). En ¢1 Gltimo trimestre de gestacidn, los triglicéridos se
sintetizan prominentemente a partir de glucosa, en el tejido adi-
poso fetal (56, 140, 161). La deficiencia absoluta o relativa de

insulina y la estimulacidn por esteroides (liberades por clpsula
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suprarrenal) y po oco i'édtfépiﬁ s, inducen activi
dad lipolitiﬁaje{

obesos -célul

linemia persistente

19n de 'iQQHSétﬁl higado es extremadamente répi
da, en coht;aste con éllﬁﬁ;éﬁlg y el tejido adiposo que requieren
de 1nsu11na (26 27, 51) E1 umbral hepitico a glucosa es funcién
del nivel de glicemla y responde a variaciones endfcrinas (27, 51,
118). Aprox1madamente, 2/3 de la glucosa libre que entra al hepa
tocito es fo§£orilada a glucosa-6-fosfato via hexocinasa. Casi -
1/3 de la glucosa pasa a través del higado y fluye a sangre sisté
mica (96). En dieta normal el metabolismo de glucosa-6-P es: la

mayor parte de glucosa-6-fosfato se convierte en glucdgeno, aci--
dos grasos o glucosa sanguinea; una porcitn relativamente peque-
fia se oxida por completo, via ciclo de 1los §cido; tricarboxilicos
o bien por la ruta del fosfogluconato (26, 45, 150). En la fase

previa a un ayuno breve, el n1ve1 de glicemia es mantenido dentro
de limites normales, debldo a camb1os prominentes en las velocida

des de sintesis y ruptura de' 1u

ogeno hepatico. Estos cambios -

estén extremadamente controlados,’a ‘través de mecanismos homeosta

ticos y hormonales, por ‘la; accesibxlidad de glucosa en los teji--

dos (26, 42, 133, 154).

La‘cantidad de glucégeno hepitico depen-
de de 1la composicién;dé di q;gy del "statud' nutri~ional del in-

dividuo (26, 27, 11§)>‘x51_g}u96§éno hepético puede conformar el
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En estado postabsortivo --

1-10% del peso hﬁmedo de'este organ

(12-14 h) el gqucoge:

(118). Alterac1ones en 1a accesxbllldadfde ‘gluce

glucagon y de la ho¥mdﬂa:pituiféfia en 1a,§vé1ﬁ€i§h Ae ﬁiperglicg
mia en pacientes insulina défiéiéniés;khéléid¢ évaluédo después -
de pancreatectomia total e. hlpoflsectomia. Los estudios demues--
tran que la velocidad de elevac16n de glucosa es menor en pacien-
tes deficientes de glucagon,.;o;tlsolhy somatotrop1na (el efecto
. decrece en este orden) ﬁ?}g;?73;2}§)f,551 higado es la fuente pre
dominante de sintesis y liﬁéfaciéané glucosa a la circulacibn, -
en la fase postabsortiva (12;14 h&ras) y durante ayuno breve (me-
nor de 3 dias) (23, 27, 45; 93, 133). E1 gluc6geno hepitico se -
depleta en los primeros 3 dias de ayuno, en contraste con el glu-
cdgeno muscular (26, 27, 150, 154). En ayuno breve la glucosa de
riva del metabolismo gluconeogénico a par;ir de aminofcidos. En
ayuno prolongado (4-6 semanas) mads de 3/4 partes del total de glu
cosa liberada provienen de lactato, piruvato y glicerol. El higa
do y rifion contribuyen con el 55% y 45%, respectivamente, a la --
produccién total de glucosa por dia; sin embargo, la accesibili--
dad de glucosa fitil cae durante inanicibn prolongada (45, 71, 133,

154). La produccifn hepiitica y renal de glucosa en adultbs'oﬁé-F
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sos en ayuno de S 6 semanas es de_86 g/d1a (19 8 derlvan de gllce

sa atraviesa, a lbcidad considerable, la barrera hemato-cncefd-
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lica (26, 157). E1 consumo de glucosa por cerebro, en condicio--
nes basales, da cuenta del 70% de la produccibn hepitica neta de

glucosa {157). El cerebro exhibe un ritmo metab6lico muy elevado;
en condiciones basales utiliza el 20-25% del consumo total de oxi
geno, a una velocidad de 69 ml/min (96, 118, 157). La velocidad

de consumo de oxigeno parece estar regulada por la disponibilidad
de compuestos de alta energia que derivan del metabolismo de la -
glucosa (157). La glucosa es el sustrato potencial que soporta -
el metabolismo oxidativo energético del cerebro (cociente respira
torio = 1) en estado basal, asi como en una variedad de estados fi
sioldgicos y bajo condiciones de "stress” fisiolbgico (42, 154, --
157). El cerebro consume, aproximadamente, 6.2 mg de glucosa/100
g de tejido cerebral; el consumo total asciende a 110-145 g/dia -
(54, 134, 157). La utilizacibn de glucosa en sistema nervioso --
_ central y cerebro estd controlada por la velocidad de sﬁ metabo--
lismo mis que por la regulacibn de su transporte (66, 142, 157).

La accesibilidad de glucosa al metabolismo oxidativo ocurre mis -
ripidamente en cerebro que en otros tejidos, debido a que 1la poza
intracelular de glucosa en cerebro es muy pequefia (66, 185, 186),
ademds, la capacidad metabdlica del cerebro, en contraste con - -
otros tejidos, para emplear otros sustratos como fuente energéti-
ca estid limitada (66, 134, 157). La concentracidén promedio de --
glucosa en cerebro es de 8 mg/100 g, comparada con 82 mg en higa-
do, 51 mg en rifién y 2% mg en misculo (66, 185). El1 cerebro ex--
trae menos del 5% de la glucosa que llega via tfansporte circula-
cifén sanguinea (118). La glucosa es utilizada casi exclusivamen-

te por la secuencia glucolitica y por el ciclo de los &cidos tri-
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carboxil1cos (ox1dac16n completa

carboxilacidn de plruvato, por p1r ito bo 1lasa; es un siste-
ma particularmente 1mportante en el cerebro en desarrollo donde -
su funcién posiblemente sea de "relleno'" de unidades de oxalaceta
to, de grupos acetil citosdlicos y de equivalentmréductores para
varias funciones celulares (4, 157). La oxidacidn de glucosa su-
ministra la energia total que demanda el cerebro, la mayor propor
cidn por oxidacibn directa y el resto a través de rutas alternati
vas, como el metabolismo de aminoacidos o bien integrandose a 1i-
pidos, en las cuales los intermediarios del metabolismo de gluco-
sa se han incorporado (154, 157, 185). La importancia central --
del ciclo de los &cidos tricarboxilicos en el metabolismo del te-
jido nervioso se refleja en las disfunciones neurolégicas causa--
das por alteraciones en el ciclo normal (19, 36, 157). E1 ATP ge
nerado por el metabolismo oxidativo de glucosa soporta la elevada
velocidad de renovacidén de proteinas que tiene lugar en el cere--
bro, especialmente de las subunidades protéicas de los microtGbu-
los y de los microfilamentos (157, 185, 186). Aproximadamente --
los tiempos de vida media de 5, 8, 10, y 14 dias, se han determi-
nado para las proteinas totales de materia blanca, corteza cere--
bral, cerebelo y médula espinal, respectivamente (185, 186). Una
fraccidn importante de ATP mantiene el potencial trasmembranal --

del cilindro eje, por accién de Na'-K'-AlPasa de membrana {96, 157).
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La energia que demanda el cerebro, se emplea también para la bio-

sintesis de acetll' otras moléculas neurotrasmlsoras -

(19, 96, 157)

En hipogLH 6ddcen anomalias signifiédtiﬁﬁs énVIé

funcién del sis oso‘central -disfunciones en la act1v1

dad 1nte1ectua1, convu151ones general1zadas— Si el n1ve1 de gluco

sa cae de su n1v, normal (80 mg/100 ml) hasta la mitad de esta -
concentracidén (24, °192). En coma insulinico (8 mg/100 ml de glu- =
cosa sanguinea) el consumo de oxigeﬁo se reduce de 3.4 a 1.9 ml -
de 02/100 g/min). Para este nivel respiratorio reducido, el sumi
nistro de ATP es inadecuado para el funcionamiento normal del ce-
rebro (157, 192). En ayuno prolongado el metabolismo oxidativo -
de 1la glucosa disminuye, pero el consumo de oxigeno es constante.
. Por tanto, el mecanismo adaptativo del cerebro a inanicibén depen-
de de la accesibilidad de otros sustratos energéticos potenciales
como los cuerpos cetdnicos (54, 134, 154, 166). El niflo al nacer
presenta cierto grado de asfixia, durante la labor de parto y ex-
pulsidn. El cerebro del neonato resiste a la ausencia de oxigeno
debido a la elevada poza de glucdgeno, a su amplia capacidad de -
gluc6lisis anaertbica (hasta lactato) y a la baja velocidad meta-
bdlica del sistema nervioso central del neonato respecto a nifios
de mas edad y a adultos (227, 229), Durante asfixia el metabolis

or la glucdlisis hasta lactato, el - -

mo energético es cubierto

cual se acumula y oéufre7una r5pida deplecibn de gluc6geno (227,
229). En el hombre la relacnﬁn glucosa cercbral (8.0-9.99 mg/100

g de tejido) a extracc16n de oxigeno por el cerebro(e(n vo1/100 mi)



59

no ocurre con la estequiometria ant1c1pada (0.75 ml de 0 /mg de -
glucosa).

Esta desproporc1on es atr1bu1d "Sta
lactato. Asi en estado basal, cantidade iru-

vato y de lactato se adicionan a 57).
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3. PIRUVATO Y. LACTATO

de equilibrio}~eh 0. luldos celulares. Part1c1pan dos reacc1o
izada -deshldrogenasa (lactato puede ser un
precursor 1mportante de. 1ruvato para gluconeogénesis en el ciclo
de Cori) ¥y cxtamlnoac1do 2 oxoglutarato aminotransferasa especi-
fica (alanina funciona como el precursor principal de plruvato -

en gluconeogénesis (16, 18, 24, 36, 68).

Piruvato y sus derivados, lactato y alanina, aumentan - -
excesivamente en los fluidos fisioldgicos de pacientes con desor
denes hereditarios del metabolismo de piruvato (sindromes disme-
tabélicos primarios o secundarios del piruvato). En general, ps
ro ciertamente en forma no invariable, 1a relacién de piruvato a
lactato tiende a permanecer en los limites normales (16, 18, 24,
36, 78).

Piruvato y acetil-CoA constituyen el enlace primarib entre

los metabolismos de ;arbphidrgpqsf iipidpsgylbrqt?inhs;(Sﬁ;?iSl).

El piruvatorophp na p051c16 cen ral en el metnbol:smo

intermediario celular. o:clave en gluchlisis y -

gluconeogénesis; es ln via princ pa :por la cual la glucosa es -

oxidada a CO2 y H 0; y est& involucrado en lipogénesis (16, 19,
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36). Los: sxstemas en21mét1cos de las vzqs metabollcas fundamen-

tales del plruvat

la velocxdad y capaczdad de produccxon y por la ef1c1enc1a y rapi

dez de su utlllzac1on, Las fuentes de lactato més importantes --
incluyen el cerebro,'éi mGsculo esquelético, las células rojas y

la médula renal., Los sitios principales de su utilizacién son el
higado y la corteza renal via conversién de lactato 3 glucosa - -
(gs. 27, 42, 77, 90, 150, 166). El ciclo de Cori (la produccidn
dé lactato por unos tejidos y su utilizacidn por otros tejidos di
ferentes) mantiene la gluconeogénesis y la homeostasis normal - -
icido-base (90, 92, 133, 154). El ciclo de Cori (glucosa-a lacta
to~ a glucosa) no da energia neta ya que el lactato deriva origi-
nalmente de glucosa y la energfa requerida para la resintesis de

glucosa deriva de la oxidacidn de grasas, El efecto neto de la -
veciclacidén de lactato (2 molas) es limitar la gluconeogénesis --
desde proteinas deprihiendo;la oxidacidén:completa de la glucosa -
(hasta COZJ (26, 28, 42 133 154). En inanicién vrolongada - -

(5-6 semanas) casi 1/2 de la glucosa total producida por higado y
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rifién (proveen 85 8 de glucosa por dla) der1Va dely lactato y plru

cxclac1on del lactato

ye la entrada de g11cer01;al thado (90\92)_

Existen sistemas acarreadores electrdgéhing}fﬂé amp1ia --
esfecificidad, para el transporte de piruyatb.,lacfatd; cuérpqs -
cetdnicos y dicloroacetato (de interés farmacoiﬁgicd):éntraﬁés de
las membranas mitocondrial y celular. En condiciohes"fisiblégi--
cas, 1a velocidad de intercambio de piruvato, a través de membra-
na mitocondrial, es mayor que su cntrada neta a mitocondria. Esta
ocurre concomitante con la excrecidn de iones hidroxilo u otro --
carboxilato intramitocondriales. El mecanismo requiere de un gra-
diente de protones, a través de la membrana mitocondrial, (la ma--
triz mitocondrial se torna mds alcalina que el citosol) soportado
por la cadena respiratoria. La excrecion de lactato es importan-
te en células con elevada velocidad de glucdlisis. La asimilacidn
de lactato por las células hepdticas es esencial para gluconeogé-

nesis (36, 139, 215, 235).

Estudios en corteza ¢qp¢bré"déa;obayos demuestran que - -

lactato o piruvato, en concentracidén 5 mM, pueden soportar la - -
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misma velocidad de: consumo-de’oxigeno que-la g Los: resul-

Condiciones de inanicién, diabetes aguda o trabajo muscu-

lar intenso se asocian a movilizacidén y oxidacién incrementada - .

de acidos ‘grasos. Experimentos recientes indican que los dcidos
grasos desempefian una funcidén importante en la regulacidn de los
metabolismos de piruvato y dcidos dicarboxilicos de 4 carbonos -
(succinato, fumarato, malato, oxalacetato). La oxidacién acele-
rada de los acidos grasos estimula la carboxilacidn de piruvato
via aumento de la poza de acetil-CoA, efector alostérico de la -
enzima piruvato carboxildsaQ;”El proceso oxidativo de los dcidos
grasos suministra los equiﬁrl_ﬁtésﬂ;eQuctores para la conversion
de oxalacefﬁfoéafmaiﬁt' léfehergia que soporta la via -
gluconquéﬁica.x. ransporta el poder reductor desde --
mitocondria

(36, 188).

;pfecursor de fosfoenolpiruvato - -

"



64

La glucosa es el precursor primario de piruvato por la --
via glucolitica. La enzima piruvato cinasa (exclusivamente ci-
toplasmitica) cataliza el paso final de la glucdlisis, la trans-
ferencia del grupo fosfato desde fosfoenolpiruvato al adenosin-
difosfato (ADP), produciendo piruvato libre. La reaccidn es - -

irreversible en condiciones intracelulares. La actividad de la

enzima es inhibida cuando el cociente

mente o cuando pueden utilizarse

citrato, acetil-CoA o alani

118),

El piruvato se reduce a lactato -a ‘expensas del poder reduc
tor cedido por 3-fosfogliceraldehido y transportado por NADH-
reaccién catalizada por la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) -
citoplasméfica (18, 36, 96, 118). E1 cociente lactato: piruvato
(L/P) refleja el estado actual oxidorreductor del compartimiento
citoplasmfitico, indicando que el lactato esti en répido equiIi:ih
brio con el sistema NADH/NAD® (16, 18, 36, 118, 215). El aumen-
to en la generacién de NADH glucolitico, en el paso de gliceral-
dehido 3-fosfato deshidrogenasa, causa un ripido aumento en el -
flujo a través de malato deshidrogenasa citosélica (MDH) en or--
den a proveer NAD® por reoxidacién. El incremento del par redox
NADH/NAD’ en citoplasma se correlaciona con el aumento de Jﬂ-hi-
droxibutirato mitocondrial (16, 36, 118, 182). En inanicién --
breve la alanina estimula el flujo de equivalentes reductores --
desde mitocondria a citoplasma, via lanzadera malato-aspartato

dejando a la mitocondria en un estado mis oxidado. La formacién
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de acetoacetato.en este compArtlmlento se.ve favorecxda (36 138,

152). En 1n"“‘ 'abetes, los pares rcdox --

NADH/NAD'

condrial,f;;kigp co), el estado de'fos or113c16n de adenina

dinucleétidpsiy la: producc16n de glucosa (36 138, 152) En con-
diciones déAABQ¥1a y en contraccién muscular rapida, la velocidad
de gluc6lisis se eleva, aumenta el potencial redox citosblico y -
el equilibrio LDH se desplaza hacia la formacién de lactato (36,
138, 155). En general, la glucbdlisis hasta lactato es modulada -
por condiciones que interfieren con el mecanismo oxidativo mito--
condrial, especificamente con la produccién de ATP, via fosfori--
laéiéh oxidativa. Esta relacibén es la base del efecto Pasteur --
~T16, 36, 157, 215). La glucblisis hasta lactato compite con la -
respiracién por el P, (especificamente a nivel de las vias glucége
no fosforilasa, 3-fosfogliceril-fosfato y en el sitio piruvato --
cinasa) y por la accesibilidad de ADP (en el sitin oxidacién de -
lactato a piruvato via ciclo de los &cidos tricarboxilicos) ( 36,
138, 152, 157). Un aumento en la disponibilidad de oxigeno esti-
mula la oxidacién de lactato y piruvato hasta C02 Y HZO (via ciclo
de los &cidos tricarboxilices), La acelerada produccién de ATP y
citrato (por estimulacibén anaplerdtica) inhiben la actividad de -
la fosfofructocinasa (PFK) y por ende la funcidén glucolitica has-

ta lactato. Una fraccidén importante de la energia. generada --
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se emplea para la,rg$§n;ési§‘de glucosa y glucégenp a- partir. del

lactato en exceso reutilizacion de lactato previene que éste

se acumule en’lo

de glucosa?

tabolizados¥h

neogénico-o entra

La alanina trnnsamina:éon'eliqﬂc,étoglutarator(via éi;aﬁinoécido
2-oxoglutarato aminotraéféidsé'éépecifﬁca) produciendo piruvato -
(52, 82, 96). Este equilibrio es importante donde grupos amino

(que derivan de la oxidacidén de valina, leucina e isoleucina) se
transfieren fuera del misculo (fundamentalmente como alanina) - -
para gluconeogénesis o ureogénesis, ambas en hiéado (52, 82, 96).
La alanina representa, por excelencia, el transporte de unidades
de 3 carbonos desde misculo esquelético hasta el higadd (18, 36,

118).

rio (de regdi@qib ue deriva
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de los carbohidratos al ciclo de los 4cidos tricarboxilicos (4, -
36, 43, 68). El1 complejo en21m5t1co utiliza 5 cofactores - tiami

na pirofosfato (TPP), dcido 11po1co (ac1do d1t1o- ctan01co), coen

11p01co a.

ble" (16 ‘g 18,

causada porkNADH '(compefitiVame

La fosfoprotexna fosfatasa especiflca (PDHb fnsfatasa) renctlva a
la enzima,(ls, 68, 139, 148)., Numerosos Eactores alteran el - -

equilib}ib‘cinasn-fosfatasa pero el més 1mportante parece ser el
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cociente m1tocondr1al ATP/ADP. La PDH cinasa es activada por --

los coc1entes aumentados 1nc1uyendo NADH/NAD . CoASH/CoA;y ATP/ -
sa es aétivada

PDHC yién‘co‘ a frac-

vato. “Alteraciones de la oxidacién de piruvato se manifiestan -

en disfunciones de la actividad cerebral. (16 1

sos, sobre la forma activa del comblejo enziﬁégiéo y ‘);Ei au--
mento de los efectores primarios de inuctivacién‘NADH;NADf, ace-
" ti1-CoA/CoASH y ATP/ADP- que afectan especificamente el equili--
brio cinasa-fosfatasa (43, 68, 139, 188, 215). Una oxidacibn -

acelerada de los &cidos grasos previene el metabolismo oxidativo



69

del piruvato y permite que &ste sea dirigido a otras vias (gluco-
neogBnesis) (24, 43, 139, 188). Se ha demostrado, en un sistema

cetogénico, que existe una c&?relacién directa entre la velocidad
de cetogénesis y la extensibn de la estimulacidén del complejo - -
PDHC, opera activamente el traslocador monocarboxilado de membra-
na mitocondrial. El sistema experimental fue expuesto a una con-
centracibn limitada de piruvato (posiblemente niveles fisiolSgi--
cos); la funcionalidad del equilibrio PDH, cinasa- PDHb fosfatasa
fue mantenida; la produccidn de acetoacetato fue provista por pre
cursores cetogénicos (dcidos grasos de cadenas largas o medias, -
JS3-HB, ok-cetoisocaproato y acetato}. Opera un acelerado inter--
cambio idnico, via traslocador monocarboxilado, a través de la --
membrana mitocondrial (piruvato(cit)/acetoacetato(mit) y/o piruva
to(cit)/acetoacetato *_/3-hidroxibutirato(mit))generando un flujo
neto aumentado del transporte de piruvato a la mitocondria y esti

mulando la actividad del complejo PDHC hepitico (36, 139, 215).

La carboxilacién de piruvato para formar oxalacetato es -
catalizada por la piruvato carboxilasa (PC) exclusivamente mito--
condrial (4, 16, 78, 158, 193). Constituye una via clave en la -
regulacidon del flujo de carbono a diversas rutas metabdlicas. -
a) Es el paso limitante de la velocidad de gluconeogénesis (desde
piruvato) y representa la primera reaccidn en esta via. Presen-
ta elevada actividad en higado y ¢n corteza renal, es relevante -
en el metabolismo del cerebro y sistema nervioso central en desa-
rrollo (4, S, 68, 70, 90, 206). b) Estd involucrada en lipogéne-

sis fundamentalmente del tejide adiposo café y blanco, en h{gade
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y en tejido mamario. {én 51tuac1ones metabolxcas espec1f1cas) -

La actividad: de la‘enz1ma presenta pocos camb10> en”concentrac1on:
durante 1nan" . k
portanc1aje'
101). E)?R
nica hepéﬁic

tico y dé ﬁ

los acidos tricarb xilicos

en la operacxon adecuada d

(5, 19, 78, 218, 235). e) Provee

unica fuente de carbono (19, 159)

La sintesis de oxalacetato oci ¢ ;ghificati-
va en presencia de piruvato, ATP, Mg- :Ellﬁéeiil-CoA -

es el activador alostérico cr1t1coAd‘ 6ﬂ,dé'la PC (78, --

158, 206, 218). El K es el actlvador espec1f1co mis efectivo -

de 1a enzima PC hepitica. El_Na

polipeptidica.



n

n'rifén, la --

eabsorcién de HCO; .-
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papel gluconeogénico (4,

tico la enzima pre
una de las vi
sable de la

dcidos tricarboxi

nes metabdlica

lar- (§4f

a 1a sxntes

su act1v1dad

glucogeno acumu
elevados nlvele

génesis (4

cantidades | otado redox altamente reduc1do de 1a mito

~.La concentracién mltoroneral de oxala

cetato es T ‘f de magnitud mns pequena quo 1a concen~
tracién ci plasmﬁtlca de éste (30, 78) La- velocxdad de forma
cién de oxkl ato” yarla dependlendo del statuf txs101631co Y-

nutricioﬁa del,iﬂdividuo (158, 159)» Asi, el caminé gluconeo
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génico desde pirnvato procede en forma de malato, fumarato y as--

partato (1ntram1tocondr1ales)alos_cuales difunden a citosol para

ser Lonvertzd

de plruvato} /5

to (18, 36, 101‘ , a uitrato liasa (CL) rompe el --

citrato en acet11 LoA yfoxalacetato. E1l acetil-CoA se dirige a
11pogénesxs vxa wcetzl CoA cnrboX1lasa, enzima que debido a sus
propiedades alostéricas es la lim1tdnte de la velocidad de bio--
sintesis de fcidos grasos (101, 206, 217)." El oxalacetato entra
a la mitocoﬁdrin,viaé NAD*-malnto,deshidrogenasn (reduccién de -
oxalucetato a ma‘nto) y ADP -enzima milica (descarboxilacibén -
de malato) - produciendo p:ru»nto. La carboxilacién de piruvato
via PC repleta la poza intramitocondrial de oxalacetato (36, 101).

La insﬁliné,y las catecolaminas estimulan lipogénesis en el --
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tejido adlposo e,1nducen camblos paralelos en. la concentrac1on de

primida a través del ciclo de los ﬁc1qos trldarbox111coé y cadena
de transporte electrdnico) (16, 18, 19), V Los agonistas colxner--r
gicos, fisostigmina, colina y lecitina, probados inicialmente en

ataxias hereditarias, parecen ser de valor terapéutico en este --
desorden (16, 18, 19). En el cerebro en desarrollo, el acetil--
CoA puede derivar de la oxidacidén de cuerpos cetdnicos (18, 19, -
43). La terapia con una dieta cetogénica (rica en grasas,, ',' :

aproximadamente el 50% del aporte.energético total prov1sto por -

grasas) para hacer al paciente cetonémico y cetonurzco‘

acidético o hipoglicémico, contribuye a hacer més,len;aw,a‘eyéiu-
cién de los trastornos neurolégicos pero no los detienen (16, 19;

30, 43).
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n la produccién de oxala-

a‘gluconeogé.

lactat
cortez

plementada
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reduce si el flujo sanguineo hepético disminuye ( < 25% del flu
jo sanguineo normal) y el higado inicia la produccién de lactato
contribuyendo a la acidosis 1dctica (90, 91, 223). En pacientes
con cirrosis hepdtica estable en ayhno mayor de 3 dias, la velo-
cidad de extraccidn hepatica de lactato disminuye debido a 1la co
lateralizacidn o desviacién del flujo sanguineo mids que a la en-
fermedad del parénquima ya que la actividad de las enzimas gluco
neogénicas es normal. El alcoh6lico alimentado presenta acido-
sis lactica. El alcohbélico eninanicibén exhibe cetoacidosis des -
pués de la ingestibén reciente de alcohol. .N° es comiin que el -
alcoh6lico presente acidosis lictica y cetoacidosis a la vez - -
(90, 91, 230). En diabetes insulina-dependiente, la produccién
basal de lactato y después de ejercicio submiximo muscular aumen
ta (180-500% de lo normal); el lactato no se acumula debido a --
que aumenta la extraccidén esplénica (90, 223, 230). La intoxi-
cacidén con salicilatos y biguanidas produce acidosis metabSlica

combinada (14ctica y cetoacidosis) (91, 223).

En estado basal el misculo oxida fundamentalmente &cidos
grasos,~/9-oxidaci6n que se enlaza de forma directa a la opera--
cién del ciclo de Krebs. El tejido misuclo-esquelético no 1lleva
a cabo gluconeogénesis significativa y sintesis de_novo de icidos
grasos, procesos que requieren una replecién continua de la po-
za enddgena de intermediarios del ciclo de los &cidos tricarboxi
licos. Sin embargo, los sistemas enzimdticos que mantienen un
nivel constante de intermediarios del ciclo--flujo anaplerdtico

(a través de reacciones de carboxilacién) y eliminacibén compensa
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"arboxxlau16n)-- estén presentes.

toria (por reacc' ne"

Las enzxmas fosfoe olpiruv 011c1nasa (PEPCK), enzimas mé-:

especificas. plruvato caroox11asa (PC) se en

licas NADP® y NA

cuentran en‘ ,riabiés'(Qs,nlss) La poza comin de -

piruvato e ml: squeletlco deriva del glucdgeno o glucosa -

(via gluc611s;s)i en estado catabdlico del metabolismo de los -

aminoﬁcidbS“librg;fgndbgenos del misculo (via ciclo de los #ci--

dos triéafboiifihéé y enzimas milicas NADP' - dependientes) (52,
95, 138).  La utilizacién de los aminoidcidos enddgenos regula -
los niveles de intermediarios del ciclo de los &cidos tricarboxi
licos, provee la sintesis neta de precursores de glucosa (alani
na, lactato), libera nitrdégeno desde misculo, y soporta la oxida
cifn completa de otros sustratos (cuando es requerido) incorpo--
rindolos como intermediarios del ciclo de Krebs. El piruvato -
puede experimentar oxidacién completa, puede transaminarse (for-
macién neta de alanina) o bien puede reducirse a lactato (52, 82,
95, 138). Durante ejercicio extenuante (10 segundos después) o
siguiendo a un proceso convulsivo de 'gran mal" (1-2 min de;pués)
ocurre una sobreproduccibn periférica de lactato (12 y 20 meq/1,
respectivamente) adicional a la produccién basal (1 meq/l) (90,
131, 223), la cual produce acidosis lictica (90, 131, 223). Se
ha experimentado que durante ejercicio prolongado conducido con
508 de entrada mixima de oxigeno, por 3-3 1/2 horas, aumenta la
concentracidn arterial de lactato (1.5 meq/1), sumenta la extrac
¢ién esplénica (de 0.27 mmél/min'a 0.68 mmol/min). A los 40 --
min. de recuperacidn la extfa§§46h£esp1énica alcanza 0,85 mmol/

min (casi 50 mmol/h) en eljtiempb en que el lactato en plasma --
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disminuye desde 1.5 a 0.9 meq/l (90 131 l;Z);‘ En m@s;ulq car-

diaco casi 1/2'de1
sal (96). :

duce. a 1égféto (96)

Elff}

bres,:eislaCta

los ahinok
bélica ihfrﬁ lg"giucosa que se sintetiza en la corteza re-:
nal es transportada a'lé médulas renal donde forma lactato via glu
cblisis. Algo del lactato que lxbera la médula renal retorna a

la corteza para regenerar glucosa

. La enz1ma PC puede ser critx

ca en este s1stema contra regulatorxo (25 8, 150).

La ac1dosxs lﬁctlca es causada por una acumulacién en los

niveles.de: lactato, ‘se: asocia con una reduccién reciproca de la -
poza de HC03°. Se caracteriza por un aumento en la brecha de --
aniones ([Na*] - [C1™ + HCOs']; con un valor normal promedio de -
12 meq/l y limites de 5-15 megq/l1). Una concentracidén de lactato
=2 5 meq/l y un pH sistémico =< 7.25 identifican a una acidosis

lictica significativa. Esta definicién no excluye la posiblidad
de que un menor grado de acumulacién de lactato y acidemia puedgn
representar acidosis léctica (90, 223, 230). La acidosis lécti-
ca refleja la ocurrencia de disfunciones mitocondriales que redu-
cen el almacenamiento de ATP y NAD® y originan la acumulacién de

NADH y de ién hidrégeno metabdlico (ﬁ*).' Las vias bioquimicas -

que sc alteran en acidosis lictica son 5 fundamentalmente. Dos
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reacciones son ATP depend1entes catalizadas porila fosfofructo--

ructosa 6-fos

sQI(PC) mito

,,”doéis metabd

lica resulta cuando aumenta la h1dr01151s derATP o._la reduccibn -
de NaD? (NADP Y o cuando la res1ntesxs de ATP y la reoxidacidn de
NADH (NADPH) es danada, es dec;r5d1§m;nuye la reutilizacion de --
iones hidrdgeno. La homeoStasis~écido-base requiere que la pro-
duccién de iones h1dr6geno y la perdlda de HCO sea contrarresta

da por la ut111ﬁacgonbdg:lactato y.pqr la regeneraC1on de HCO3

ya que los mecanismos. réha es no 'h,Capaces de mantener,la poza

de HCO3 cuando la veloc

dosis léctxca ocurre cuundo aumenta 1a produccién per1fer1ca de -
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lactato, dlsmxnuye su ut111zaC1on o b1en ocurren ambos;mecanismos

especificamente en las

en la PDHbﬁfﬁsfatQSQLE

la via gluconeogénica ~-la glucosa-

ruvato carboxicinasa (PEPCK)}_I@,

te a hipoglicemia severa en ayunq a,

La acidosis metabélica caracterizadé;pOfwhipErlaCtatemié,
hiperpiruvicemia e hiperalaninemia se asocia'COﬁ dﬁ'bloqueo en el
metabolismo del piruvato (4, 5, 68, 120, 208). La acidosis léac-
tica tipo episédico o crbnico presenta una variedad de sintomas:
retraso en el desarrollo, episodios atidxicos, hipoglicemia, atro
fia optica, convulsiones, hipertonia, hepatomegalia y retraso en
el desarrollo neurolégico (18, 30, 148, 155, 182). Los bloqueos
enzimiticos en la operacidn del ciclo.de los Gcidos tricarboxili-
cos y del sistema de citocromos tamb1en producen aC1d051s léctlc&
Se ha descrito en examen postmortem la def1c1encia en citocromo -
aa; y/o en citocromo b, defecto confinado en el musculo‘gsqueletl
co (148). Las miopatias mitocondriales (produccidén aumentada de
lactato por mGsculo) y la glucogenosis hepfiitica también desarro--

1lan acidosis léctica (182).
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La encefalomielopatia neéro¢nn;¢~§ubaqua de.Leigh, -error

metabdlico que se anormalidad bioquimica-
alteracidn en me jami i 0, 0:las defi-
ciencias de.

68, 77, 158

y vitaminas.

tiaminaftﬁrdp 1disulfur

saturacién

cién del piruvato

la PDHa

cxnasa,upexoisuwu;

toxinas. que daﬁén”dlfmét
carbono, plomo, mercurlo shipoglicémico

den producir acidosis. léct ca '”,,7 : 1cohol,

metanol y etilenglicol,: 1a,ac1dos1s lﬁctica

tros fAcidos tbxi?-
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cos (fdérmico, glicélico y ncet1co) contribuyen a la ac1dos1s me -
tabblica (16). En 1nfecc1ones severas acompaﬁadas por shock --

séptico aumenta la producc1on de lactato y compuestos acxdos (11,
12, 141).
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‘4. ALANINA

aminodci

ellos (alaniﬁa
de un 0(-é¢td§c1
pectivo catali

192). Piruvaﬁo
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negativo de nitrbgeno en misculo , 146)"

incremen-
ta la concentracidn de - de .cadena ramifi-

ca-de ala

nina, 1

sustratos
gluconeogénlco
ca de glﬁq tado post

absortivo™

marcada. “El glxcerol (producto lipolitxco), 1a nlanxna, el lacta
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to y piruvato se incorporan en glucosa:

~glucbgeno (41; 44, 84, -

188). Eh‘diabéf gie?iGn ex

kor o bien e

un aumento.ma:

(piruvicemia infantil o hipb

ha reportado una correlacid

de produccién de alanin:

alanina a pacientes somatostatina-deprimidos produce un:decremen-

/3-hidroxibutirato: acetoacetato

La somatostatina fue administrada para.inhib

sulina y glucagon (1, §7, 127, 128). El efecto hip tétopémico ob

servado es independiente de la aééi&n‘iﬁSulinéﬁéniga'aéyla alani-
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na ya que estas observac1ones se'han reproduc1do en quetos norma S

cuerpos_ ce
de alanina

(127, 128)

la cual se

culo'(127”

cos reduce

decremento de alan‘ lasma es- concomxtante a; la.hlpercetone-

mia desarrollada (109 zs;.195, 210).

La alahina~yfeliaspartnto son anticetogénicos. Su mecanis
mo de acc16' es que ambos aumentan la accesibilidad de oxalaceta-
toy dirxgen acet11 CoA hacia sintesis de citrato en vez de orien

tarlo a-cetogénesxs aunque otros mecanismos pueden estar involu--

crados (1, 57, 109, 127).

En estado postabsortivo (12-14 horas) el 75% de la glucosa que

el higado libera deri#aidé’glucégenolisis miis que de gluconeogéng
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sis. [El 25-40% de 1a glucosa sintetizada se origina a partir de

ciones de'ﬁ‘f

da cuenta del

traccién fraccional

comparable't4

glutamlna ocurre

aislados inhibiendo la piruvato cinasa (PK) pero no otras enzimas

relevantes (41).
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ciente malati ‘ ¢ xcgenerar al

oxalauctato y: p1r1 ser. 1ntercamb1ndo por'C<-cetoylutaratovxntranl
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tocondrial, Teérlcamente la veloc1dad de desam1nac16n de glutamato

y de traslocac16n de‘cK'cetoglutarat'*o ambas afectan la veloc1--

dad de transam

.Y extramitocondriales NAD (NADP ) malato~desh1drogenasa espec1f1
ca y aspartato am1notrans£erasa (118, 127 138) rLas eﬁ21mas cog
vierten malato y aspartato, respectlvamente, en’ oxalacetato ‘Su

actividad aumenta, en forma concomitante, al 1ncremento en la big

sintesis de PEP a partir de malato y aspartato (36 105 '8, 188).

El ayuno de 48 horas, la diabetes no controladajr ‘la concentra--

En condiciones dé%ébbxt_ e glucosa (ayuno, die
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ta abundante en grasas; desequilibrio hormonal) -la alanina asume’

47, 84, 154). La sin

tamina (41, 44 71 154)

La transferenc de mino -
procede por desam1nac1on 0 transam1nac16

(por 48 h), la diabetes no controlada y los nlveles exces1vo§ de

cortisona, estimulan la actividad de las’ amlnotransferasas especi
ficas de los aminoicidos ramificados en msculo (41, 44, 82).
Los niveles elevados de tirosina deprimen la actividad de estas -

enzimas en mGsculo (44, 82).

La biosintesis de novo de alanina es obvia ya que conforma
s6lo el 7-10% de los residuos de proteina muscular; sin embargo,
da cuenta del 30-40% del flujo neto de nitrSgeno ( c(-amino) des-
de mlisculo a cama esplénica (44, 47, 104, 133, 154). El esquele-
to carbonado de alanina de novo deriva de-la poza intracelular co
min de piruvato., Esta provienec de glucéliéiéiy del metabolismo -
oxidativo de otros aminodcidos. La‘veldéiqéd de'prnduccién de pi

ruvato, a partir de aminoicidos, csAel‘pasé limitante de la sinte
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sis neta y liberacién de‘alaninaien:mﬁs ulo...La produccidn de am

se libera a sangre y es transportada a h1gado. 7
rre 1a desaminacidén de alanina por la via formac1on de urea: y’el
piruvato residual es convertido a glucosa. Esta se 11bera a san-
gre y es captada por mfisculo donde entra a la via glucolitica.

El piruvato que deriva de ella vuelve a ‘actuar como aceptor de

grupos amino (26, 41, 118, 146, 154). La reciclacidn de esquele-
tos carbonados a través del ciclo glucosa-alanina¥g1ucosa o ciclo

de Cahill se ha evidenciado en el postabsortlvo (12 14 horas), ‘en ayuno

prolongado (4 6 semanas) y después de eJerc1c1o muscular extenuan

te (26, 41, 46 47) En la fase postabsort1va el 67% de la alani
na que 11bern el mﬁsculo derlva de glucosa una pequena porcibn -

del esmmleto carbonndo proviene del cntabolxsmo de otros aminoacj
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dos (41,k44vﬂ_ : E1 184 de:  §':”'1:jf'h“éﬁtfa;éfmﬁécuio,

cuantifica p

nales (26, 27, 41, 42, 44)7

42, 44, 154). El c1clo glucosa ulanlna glu;osa opera para mante-
ner la homeostasis de glucosa,cuando el sum1n15t10 energétlco es-

ti severamente restr1ngldo. Se ha sugerido, en partlcular hajo -
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condiciones de ayuno, que el significado fisioldgico del ciclo --
glucosa-alanina puede estar m8s relacionado a transporte de nitrg
geno que a gluconeogénesis y que el enlace entre los metabolismos
de alanina, lactato y glucosa se descr1be mejor en relacidn a un

ciclo compuesto glucosa alanlna Cor1 (26 44 84 146)

En: 1nan1c16n prolongéda [4 6 semanas) la alan1n~‘qﬁé 11be-
ra el mﬁsculo derlva de 1os residuos de ‘alanina’ 1nc1uido v
nas peptidicas y del esqueleto carbonado de otros am1no&c1dos que .
derivan de proteblisis muscular (44, 45, 47, 154, 195). La 51ntg
sis neta de alanina desde el metabolismo oxidativo de otros aming
acidos involucra la conversidon de intermediarios de 4 carbonos --
del ciclo de los &cidos tricarboxilicos a piruvato. El1 piruvato
formado puede experimentar oxidacidn completa, a bien es transami
.nado con glutamato para formar alanina, o de otra forma puede ser
reducido a lactato (44, 47, 52, 82, 95). La transaminacibn de pi
ruvato es el paso final al cual convergen todas las secuencias --
multienzimfticas de los aminodcidos precursores para la sintesis
neta de alanina (47, 52, 82, 195). En inanicibén prolongada dismi
muye de forma sustancial la proteblisis extrahepitica fundamental
mente en mGsculo. En consecuencia se reduce la liberacifn total
e individual de los aminoadcidos desde miisculo a la circulacidn --
(26, 45, 47, 154). La declinaci6n de alanina, en cantidades abso
lutas y relativas, es prominente (45, 47, 15@). La concentracidn
arterial de alanina disminuye (a menos que 1/3 los niveles que se
observan en el periodo postabsortivo) y determina la reduccibn en

la velocidad de extraccidn fraccional esplénica (27, 45, 47, 84).
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La gluconeogénesis a partir.de-alanina es rbpgrcionalﬁa“la_acce-

sibilidad de @sta. Est

para mantener los

_eixélucé-
nanicién prolonga-

el mecanismo regulador cru-

cativo déﬁgiucog

prolongadé;éue=

resulta en uc n ea.  la respuesta es tar-

dia (30-60:min elacidn a1 abseryadarpgrfhiﬁos normoglicémi-

és. de la édmihistré?iéh 1.V, de alanina -
(26, 84, 171 1tado firman la integridad de los me-

canismos gluconeogénicos y defin

pp;nczééiivehiculo de grupos o(-amino --
?}mﬁ;culo‘éﬁ ﬁnn dieta ﬁébitual y en ayuno
(26, 47, 69,]146); vaféiéhﬁnﬁny glutamina son los responsables -
del flujo néto &é?q;giééfné aminico desde tejido periférico a ca-
ma esplainica (41, 47, 195). En contraccibn muscular acelerada la

produccibn de alanina es un mecanismo que limita la respuesta hi-



ys

periodos-abso émi--

cos fundamentalme

nivel inférior-al:basal~ 44a)+ Los.aminoicidos .ramificados. -

persisten elevados pdr‘syhorésf(44,'443);,

Se ha demostrado que en embafézéﬂia;”;éégﬁegigg'a*inaniéiéﬁ
(hipoglicemia, hipercetonemia e hipoalaninemia) son exageradas (44', 44b).
Este patrdn se debe a la caida en la produccién de glucosa y al -
aumento en los requerimientos del feto como consecuencia de la de
ficiencia de sustratos en la madre (44, 232). La capacidad gluco
neogénica hepética a partir de sustratos exdgenos estd aumentada,
lo cual demuestra la integridad del mecanismo gluconeogénicod y la
accesibilidad limitada de ‘precursores glucogénicosrendégdﬁos—(alg

nina) (44, 232).




x
de"stress’mixima

,1os cambiocs

cadena ra




centracibn sistémica de algunos aminoacidosk(}gugina, isgleucina,
metionina, tirosina, fenilalanina y treohinajfi#é?ihhibiciﬁn de -
su liberacidn desde misculo; 1a alaﬁina*néfggfafe;tada. La admi-
nistraci&ﬁ de glucosa oral o I.V, estimﬁla;ié secréci§n de insuli
na enddgena la cual reduce la extraccién‘eSpiﬁnica de alanina (au

menta la concentracifn arterial-de &sta) e inhibe por ende la glu

coneogénesis (44,:146),w: ~catecolaminas, norepinefrina y éping

frina, en concentracién éié?a&é‘(TO-SM)'inhiben la liberacibn de -

alanina y glutamiﬁa5 en mﬁsculo esquelético. Agon1stas_/? adre,::

nérgicos (isoprot‘ 01) reproducen esta accibn y antagonlstas

“/S-adrenérglcos (propanolpl) 1la bloquean completamente (53) En

concentrac1ones iCés (1072

a 10’ M) la eplnefrxna modulam

la veloc1dad de proteéllsls en miisculo (27, 53).
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5. CUERPOS CETONICOS

Los Cuerpos s : tirato y acetoacetato)

el cerebroy

58, 195, 196 hidroxibutirato y. el aCétdacetatO'son

fac11mente 1nterconvert1b1 : tre 51, “se. tratan ,‘na:ent1dad
suma. Su producc1on es aproxlmadamente 1gual a su ‘consumo neto,

por el cerebro y el rifién, mas la pé€rdida ur1nar1a (110 133,‘193
Los cuerpos cetfnicos son tambi&n precursores lipogénicos en algu
nos tejidos incluyendo el cerebro del neonato, la gldndula mama--

ria lactante y el tejido adiposo (110, 195, 196, 210, 232).

El sistema nervioso central utiliza, en forma efectiva, a
los cuerpos cetbnicos cuando su concentracifn en la sangre es del
orden de mmolas/1 (18, 43, 171, 195). En la vida fetal temprana,
el_/ﬁ-hidroxibutirato puede reemplazar a la glucosa como sustra-
to energético del metadbolismo cerebral (16, 110, 140, 161). En -
el nifio y en el neonato la entrada de los cuerpos cetbnicos al ce
rebro es 3 veces mayor que en el adulto en niveles arteriales com
parables de cuerpos ceténicos (140, 161, 232). Los cuerpos cetéi
nicos puéden regular el suministro de los acidos grasos,al higada
Actan ya sea via inhibicidn de la 1lipblisis en el tejido adiposo
(efecto directo) o bien via 1a estimulacidn de la secrecifn de in
sulina (efecto indirecto) (195, 196). En cetosis fisiolbgica de

inanici6én, la 1ipdlisis excesiva es prevenida en gran parte por -
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los mismos cuerpos cet&nicos,7.ﬁn cetosis patolBgica este control

se pierde (58, 110,:195,“1§6 ’@sultado neto del mecanismo -

de retroalimentaci&h'delfsﬁml tro de los fcidos grasos al higa-
do es controlar la velocidad etogénesis (regulacién extrahepd

~sustrato gluconeogénico im-

tica) y la accesibilidad-de

portante (195, 196, 2105 siéhefbos ceténicos reducen la

utilizacidn de l1a glucos ngéa;ién del piruvato en los te
jidos incluyendo elif&ya;an evrgiéfiagma, 1a glindula mamaria --
lactante, el rifén y el cerébro (154, 166, 195, 196). Los cuer--
pos cetdénicos pueden ihfluiiyindirectamente en la via gluconeogé-
nica limitando el suministro de alanina, de lactato y de glicerol
(154, 195, 196, 210). Los cuerpos cetdnicos aumentan la produc--
ci6n de piruvato y de lactato via aumento del cociente mitocon- -
drial &ceti;-Coﬂ / [CoA] que inactiva al complejo piruvato des-
hidrogenasa (PDHC) (19, 139, 196). Los cuerpos cetdnicos son - -
fuente energética alternativa en los tejidos corporales cuando la
ingesta de carbohidratos en la dieta es minima o bien cuando &s--
tos no pueden ser utilizados efectivamente (58, 110, 111)., Bn --
inanicidn prolongada los cuerpos cetdnicos son fuente potencial -
de respiracidn en especial del sistema nervieso central; su eleva
da oxidacibn cubre el 50-60% de los requerimientos energéticos to
tales del cerebro desplazando a la oxidacidén de glucosa (1, 54, -
110, 154, 171). La oxidacidn acelerada de los cuerpos cetbnicos

provee un mecanismo pn}a mantener 1la homeostasis de 1a glucosa ya
que reduce la demanda de ésta en los tejidos perifricos; y en --
forma concomitante, ejerce un efecto de economia de protefnas ya

que los cuerpos cetdnicos inhiben la proteSlisis del tejido muscu
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lar, principalmente, reduciendo.la liberacién de alanina lo cual

cuerpos cetbni

195). La hipo

(1, 48, 128
lismo de 1o

de estadbs?d

los cuerpos cetbnicos como sustratos oxidable ipogénicos de--

pende de la aéﬁesibi@i@ém:éé éstos e 196, -

199, 211). Diversas condiciones f;siolégicas,ipatolﬁgigégyBWhu—?
tricionales que incrementan 1la velocidad &ejlé cetogénesis hepﬁti.
ca inducen hipercetonemia (58, 196). Son éjemplos, la inanicidn

prolongada, la diabetes, el embarazo avaniado (cuando las deman--
das metabdlicas del feto aumentan), la lactancia en su fase ini--
cial (cuando més glucosa es requerida por la glindula mamaria pa-
ra la sintesis de componentes de la leche), la insuficiencia de -

insulina, los estados traumiticos y la hipoglicemia cetésica (S8,

128, 195, 196, 210).

La infusibn continua de cuerpos cetdnicos en individuos en
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ayuno (hlpercetonemla 1nduc1da1 causa h1poalan1nem1a y - se acompa-

fia de reducc16n en el balance

195). Varios

y : . : k.V de alanina
a i“diVid“° nsulina- Slucagon depr1m1dos. porrla accién de soma-

tostatina,= 1nduc ‘hxpmwtonemla (1,:48,-57,-128). - La desaminacibn
oxidativa de la alanina a piruvato y la subsecuente conversidn de
éste a lactato o a glicerofosfato causan posiblemente el efecto -
anficetogénico.de la alanina t57, 109, 127). Se ha sugerido la -
existencia de un ciclo de modulacidn reciproca entre los cuerpos
cetdénicos y la alanina en el cual ambos sustratos influyen entre
51 de manera compatible. Este ciclo de realimentacidn puede te--
ner implicaciones f1sxolog1cas ya que represeénta el enlace entre
los metabolismos de 11pldos, de glucosa Y. de proteinas (48, 128).

En inanici6n breve el C1C10 puede prov balance adecuudo en-

tre cetogénesis y gluconeogtnes1 como~mecanlsmosccomplementar1os

para suplir la depr1vac1on de

hipocetonémicos de la alaninu pueden ocurrir. en, nusencia demcam--
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bios 1mportantes dc otros metabol1tos en sangre incluyendo la glu

corporal) : :
min por:-1. 73 ‘m ), Otra porcxon;(so‘mglmln por 1, 73 mn ) exper1men :
ta oxidaci6n parc1a1 a‘/g -hidoxibutirato y- acetoacetato y da cuen
ta aprox1madamente del 75% de la energia total que deriva de la -
oxidacibn de acidos grasos en el higado. La cetogénesis, via -
Jﬁ?-hidroxi-’ﬁ3-metilglutaril-CoA (HMGCoA),'genera 750‘/¢m01/ min

2 de cuerpos cetbdnicos y una cantidad equivalente de H*,

por 1.73 m
_El equilibrio /B-hidroxibutirato4—+acetoacetato es dependiente --
del cociente NADH/NAD'. Una fraccién (636/Lmollmin por 1.73 mz.

aproximadamente el 85%) de los cuerpos ceténicos producidos se --
oxida a COz y Hzo en el tejido periférico y libera una cantidad -
igual de . E1 W' producido da cuenta del 6-7% del total del hi
drbgeno (iones hjdronio o hidruro) liberado por 1a oxidacibn de 11-
pidos en condiciones de inanicién. La descarboxilacibn esponté--
nea del Acido acetoacético en acetona y CO2 Y su excrecifn subse-
cuente elimina H' del cuerpo. La acetona se libera via respira--
cibn (lS/,cmol/mn por 1.73 m ) y por orina (1. Z/Lmollmn por --
1.3 m J con la excrecidn concomitante de H'. El1 aumento en la -
actividad de n* {poza comlin generada de lipbHlisis, devjﬁﬂnimuﬁﬁn

y de la via HMGCoA) se neutraliza por la poza de HCOs' {poza nor-
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mal de 800-900 nmol/min por 1.73 mz

a pH arterial de 7.42). La -
excrecibén renal deJﬁLhidroxibptirato (65/1mol/min por 1.73 mz),_
y de acetoacetato (15 /4m01/min por 1.73 hz) genera HCOs'. dgpura
NH4+ y H’, todos en cantidades equimolares. Los cuerpos cetbni--
cos contribuyen a manténer la neutralidad electrolitica de los --
fluidos extracelulares (en desequilibrio por la pérdida de HCOS')
y previenen la acidosis metabSlica (via aumento de la reabsorcién
renal de cuerpos cetdnicos) en hipercetonemia de inanicidn. En -
inanicidon la pérdida renal de Na® puede causar severa deshidrata-

cién (21, 54, 106).

Los 8cidos grasos no esterificados de cadenas largas (NEFA
que derivan de la moviiizaﬁian de triacilglicerol desde el tejido
adiposo y se liberan a la circulacidén, son los precursores inme--
diatos y principales de los cuerpos cetdnicos en el higado via -
/G-hidroxi-/S -metilglutaril-CoA (HMGCoA) (58, 106, 107, 195).
Los acilgliceroles hepdticos y las lipoproteinas plasmfticas (ri-
cas en triacilglicerol y presentes ya sea en quilomicrones o en -
lipoprotefnas de muy baja densidad) no contribuyen a mantener el
metabolismo hepitico ni la via cetogénica (106, 107, 110, 162).
La regulacibn intrahepitica que este tejido ejerce sobre la extrac
cidn fraccional de NEFA, dependiente de su concentracibn plasmfti
ca, se relaciona con el “status’ de carbohidratos-la cantidad de
glucdgeno en el higado y la direccibn predominante del flujo de
carbono (gluc6lisis y lipogénesis contra gluconeogénesis)- e influ
ye en la velocidad de cetogénesis ya que los cuerpos ceténicos s

lo se forman si son requeridos (1, 111, 113, 162, 195). En inani
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cibn 1a cetogénesis incrementada se correlaciona con la deplecidn
de glucbgeno hepético y con la apertura de 1la via gluconeogénica

La lip6lisis en el tejido adiposo es un factor 1mp0rtante que de-
termina la velocxdad de- cetogéne51s. La 11p611515 del te;xdo adi

poso responde a efectos adrenérglcos

hormonales (prlnclpalmen

tica (105, 109, 110, 162), Los~ac1dos,grasos de cadenas corta y

media (octanoato, butirato) no forman tr11c11g11ceroles y no Te--
quieren del sistema carnitina acil-transferasa para entrar a la -
mitocondria (109, 195, 210, 213). En deprivacidén de alimentos la
actividad de la enzima mitocondrial glicerol-3-fosfato aciltrans-
ferasa (GPAT) disminuye casi un 40%. La enzima cataliza la prime
ra reaccidn de la sintesis de triglicéridos a partir de glicerol-
3-fosfato y de acetil CoA (9, 106, 107, 210). Una fraccidn consi
derable de cadenas largas de fcidos grasoq ac11 CoA derivadas se

»213)%

oxida a €0, y a cuerpos cetdnicos (10, 106 111, 113 210
En realimentacidn, en 1la fase cr1tica de la.tuclé y en perfut

sidn hepitica con insulina, aumenta la activ1dqd?de1GPAT' 'conse-
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cuentemente se estlmula 1a er1f1cac16n (9 106 -
108, |

sinte51s de acilcarnitin

grasos
(106,
invers
5cih95'
carnitina o de
la meﬁbrana mitocondrial :
ox1dac1
sinte51s
es lﬂhlbld poT, ; 7
210)7211) En‘allmentac1on los n1ve1es 1ncrementados de malon11~
CoA se‘cbfrelac1onan directamente con el aumento en la velocidad

de lipogénesis, 1a cual en turno es dependiente del suministro de
precursdres de carbohidratos -glucogeno, glucosa, lactato y piru-
vato-, y se relaciona inversamente con 1a sintesis de acilcarniti
na y por ende con la velocidad de oxidacion de los NEFA y de ceto

génesis (1, 44, 110, 112, 195, 211).

El segundo sitio de regulacidn intrahepﬁtica de cetogéne--

sis es a nivel de 1a d15p051c1on de acet11 CoA entre sintes:s de

acetoacetil-CoA, via HMGCoA,-y 1?;51nt_ 5”' ato, ”vza citra-

to sintasa (CS) mitocondrial (1?' ;Eljététil-

CoA puede seguir una variedad de via ncluyendoel ciclo de los

fcidos tricarboxilicos, la via 1ipo Yy las reacc1ones de - -

HMGCoA (94, 106, 110), . El: c1trato pucde 1ncoxporarse al c1clo de
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los Gcidos tricarboxflicos o:bien utilizarse como fuente de ace-- -

sintesis de &dcidos

tato. ‘Ya:io

drial déi X

to via fosfoenolpiruvat

fosfoenolpiruvaiéuii10,rk27,.210), Eniébhd1c1oﬁé§?éiﬁc;ﬁébééni--
cas, si la velocidad,de~§uﬁinisiro de precursores de glucosa (ala
nina) es menor que la capacidad del higado para sintetizar fosfoe
nolpiruvato (desde oxalacetato) la concentracidn de oxalacetato -

_permanece baja permitiendo que 1a acetil-CoA-acetiltransferasa --
(primera reaccidn de la via cetogénica) compita con la CS por la
poza de acetil-CoA. Si aumenta la liberacidn de los precursores
gluconeogénicos a higado, la velocidad de formacidn del oxalaceta
to se aproxima o excede a su velocidad de utilizacidén y 1la poza -
incrementada de oxalacetato y del acetil-CoA se dirigirédn a la --
sintesis de citrato (210, 213). La cetogénesis es inhibida cuan-
do l1a velocidad de suministro de precursores gluconeogénicos en -
el higado mantiene una velocidad adecuada de produccidn de gluco-

sa, La velocidad méxima de produccidn de cetonas y de glucosa no

procede simultineamente (106, 109, 112, 210).

La sintesis de los cuerpos cetbnicos ‘ocurre via cicloja-h;
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droxi-J@ -metilglutaril-CoA (HMGCoA). - Las'reaccionesfjnvolucra-

das son:

(1) 2 acetil-CoA

(2)

3

la _/8-hidroxi-//9-metilglutaril-CoAV;iéééiy ‘ad/f-hidroxibutira-
to deshidrogenasa, respectivamente. Las 4 enzimas se encuentran

en el higado y en otros tejidos (ej. corazbn, rifion e intestino)

(106, 110, 198). La enzima acetoacetil-CoA tiolasa presenta dos

formas, A y B. La A, presente finicamente en higado y en rifién, -
cataliza la sintesis de acetoacetil-CoA y la enzima B cataliza la
reaccidon contraria (210, 212). Ya que la concentracitn de acetoa
cetil-CoA en la mitocondria hepatica es casi similar al Ki para -
la-enzima, los cambios en la concentracifn de acetoacetil-CoA pue
den determinar el flujo a través de la via de HMGCoA, especifica-
mente a nivel de inhibicién de la enzima A-hidroxi- /5 -metilglu
- taril-CoA sintasa por acetoacetil-CoA (210, 212, 213). La concen
tracifn de acetoacetil-CoA esti afectada por 2 enzimas: ladlﬂ-hi-
droxiacil -CoA deshidrogenasa (cataliza el equilibrio redox entre

el acetoacetil-CoA y e1“/9-hidroxibutiril-CoA) y 1la enzima succi-
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nil-CoA-//?-oxoécido-CoA transferasa (reaccién entre acetoacetil-
CoA y el succ1nato para formar succinil-CoA y acetoacetato) La
actividad de-la succ1n11 CoA-JA?—oxoac1do CoA transferasa es la -

primera reacc16n para 1a utlllzac1on de acetoacetato por los teji

dos perlferlcos" 1 igado no .ocurre utxllzac16n neta de aceto

VLas reacc1ones (1) y (4) son pasos comu

los requerimientos del higado y dg o;ros' jidos I 665 (106

107, 135).

Triglicéridos

‘/Q—hidroxibutiratq%

Acetoacetato

T

Y
HZO + COz

El destino primordial de los cuerpos cetbnicos es su oxi
dacifn via ciclo de los 4cidos tricarboxilicoes (110, 196, 198, --
200). La secuencia enzimdtica de reacciones involucra la ’/3-hi;
doxibutirato deshidrogenasa, la 3-oxodcido-CoA transferasa y la -
acetoacetil-CoA tiolasa (110, 196, 199, 200). E1 paso limitante
e inicial de la velocidad de utilizacibn de los cuerpos cetdnicos

en el tejido periférico es la reaccidn (2) (94, 107, 199, 212).
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h*acexoacg
lutaril-
Se ha su

toacetato -

éondip, en
cl riﬁéh; (58, 140,
;'ae emplear
, 161, -
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do cerebral) y 1a glﬁndula mamarla lactante (106,195 196 210).

rifién, e1 cere

ma 1mportan t6n ] 34, -

199) . La,g

grasos no.est

el embarazo y

sis. Las 11poprote1

lactacién) (1, 195, 211) La respuesta metab61 ca a 1nan1_1o _(24 '

~h) con respecto al aumento en cetogénesis es mis pronunc1ada en la
fase critica de lactaci6én y en embarazo, estado en el que hay ma--
yor susceptibilidad de desarrollar cetonemia(211). En inanicidn -
prolongada (> 3 dias) el control de la respuesta hipercetonémica ra-
dica en: 1a velocidad de produccién de los cuerpos cetdnicos; la -
depuracibn por tejido periférico en especial por el mﬁsculo, la --
concentracifn relativamente baja de los cuerpos Cet5ﬂ1C05 durante

los 3 primeros dias de ayuno; 1a acce51b111dad de- 105 NEFA, la in-

terrelacifn de varios factores hormonales (1 sull'ﬁ glucagon),

54‘ 110)

la inhibicién por producto flnal (27 E1 metabollsmo de
los carbohidratos y de grasas estd intlmamente acop11do en el higa
do. El malonil-CoA desempcfia un papel crit1co en la coord1nac16n

del flujo de carbono a través de estos_sistemas 1nter:alacxonados.
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El malonil-CoA constituye un parémetro importante de control meta
bélico de carbohidratos, de }a oxidacibn de grasas y de la produc
ci6n de los cuerpos cetdnicos en el higado (54, 106, 110, 195).
Durante un proceso infeccioso la cetogénesis parece estar inhibi-
da. Aumenta el transporte de los Acidos grasos de cadena larga,
media y corta a la mitocondria hepdtica. Se incrementa la sinte-
sis de triacilgliceroles y su movilizacibn y la de otros 1ipidos
en plasma (i1, 13, 189).;7La /B—Qxidaqiﬁn es normal, pero la uti-

lizacibn del aceti1~CoA*§§fafla¥Siﬁteéis de-‘cuerpos cetdnicos es-

td deprimida (11, 13,
La ut111z8c1‘» uerpos cet6n1cos por el cerebro y -
el rifidn es proporc1onal ‘a; la concentrachn de los mismos en la -
circulacifn arterial; en el mlisculo esquel&tico no ocurre esta de
pendencia (54, 134). En inanicidén los tejidos cerebral y renal
captan cantidades adicionales de cuerpos cetdnicos. El sistema -
mervioso central consume 32 g/dia deq/?-hidroxibutirato, 6 g/dia
de acetoacetato y 54 g/dia de glucosa en ihanicién prolongada (54
133, 171). El rifin emplea fundamentalmente glucosa, 8cidos gra-
sos libres, cuerpos cetfnicos y amino8cidos para cubrir su acele-
rado ritmo metabdlico respiratorio (96). La extracciln fraccio--
nal renal de‘/@-hidroxibutirato (49 g/d) equivale a la cantidad -
ch/3-hidroxibutirato que libera ;l tejido esplfnico (54, i33).
El rifibn y el tejido espliinico liberan 37 g/d de acetoacetato - -
(133). La excrecién de cuerpos ceténicos urinarios en ayuno ma--
yor de 3 dfas (0.6 g/d) representa aproximadamente 1 S5V del va

lor que se observa despu€s de 5-6 semanas de ayuno (54). En ayu-
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no prolongado la elimin"ci’ 5de Cuerpos cet6n1cos ocurre concomi-

tante con la excrec1on -d esta cuant1f1ca con el 42% del ni
tr6geno total 11beréd ‘
ténicos dan un valo' 1 ap dxiﬁado de 4.5 kcal/g se ha cal-
culado que el éaﬁsgmp S or e1 mﬁsculo esquelético durante

75 g/vd (54)

inanicidn brevenaséiendef En el postabsortivo (12-
14 hrs) la ox1dac1on deA'“

del consumo total de oxigeno por el mﬁsculo esquelétlco. En ayu

no de 3-7 dias aumenta l1a pppdgcc1on ‘esplianica de los cuerpos ce- -
tonicos (115 g/d) y su oxidacidn provee el 50-85% de los requeri-
mientos energéticos del mGsculo. En ayuno de 24 dias declina 1la
captacibn neta de cuerpos cetbnicos (posiblemente da cuenta del -
1-16% del metabolismo energético muscular) y en forma paralela 1a>
produccibn esplanica de los mismos se reduce (83 g/d) (27, 54).
‘La velocidad de utilizacidn de cuerpos cetbnicos declina en acti-
vidad muscular y en anoxia, condiciones en que aumenta la glﬁcéli
sis muscular (26, 54, 105). E1 metabolismo oxidativo del miisculo
cardfaco estd soportado por los dcidos grasos libres y en menor -
extensidn participan los cuerpos cetdnicos y la glucosa (171).

Los cuerpos ceténicos difunden desde 1a sangre, con mayor rapidez
que los dcidos grasos, a las células musculares (96). Los cuer--
pos cetbénicos atraviesan libremente el tejido placentario con un
gradiente materno de 2 a 1, aproximadamente. En las primeras ho-
ras después del nacimiento la poza limitante de glucdgenc hepfiti-
co se dep}eta, los niveles sanguineos de glucosa caen, se inicia
la movilizacibn de 1lipidos (poza que representa el 10-15% del pe-

so corporal del beb&) y ascienden los niveéles arteriales de glice
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rol y de los NEFA (cubren el 80% de los requerlmlentos energétl--

cuando la secre »"

somatostatina (110)

mentada [glucagon]a 1nsu11na] en p1asna (110 l1l)., El desa--

rrollo de cetosis in
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los niveles»dé;insulina'y promueve la liberacibn acelerada de --
“los 4cidos gra$§s éi higado (110, 111, 213). El eféétblantipoli-
tico de la inédlina és mayor ‘que la accifn lipolitica del gluca--
gon; contrariamente, la habilidad del glucagon para estimular la
liberacion de glucosa hepfitica excede, en forma muy importante, a
la capacidad de la insulina para retardar este proceso (110, 112}.
Se ha reportado que la vasopresina, las catecolaminas, la tirosi-
na, los glucocorticoides y la hormona del crecimiento estén invo-
lucradas en la regulacidén de cetogénesis (1, 86, 210}). La infu--
sibn de pequefias cantidades de adrenalina y noradrenalina causa -
una elevacibn significativa en los niveles sanguineos de cuerpos
cetbnicos aunque el efecto tiene una vida media corta (1, 86).
Los niveles de‘/3-hidroxibutirato y de acetoacetato, asi como de
ﬁ-hidroxibutirato mis acetoacetato, no varian, de forma significa

tiva, si 1a medicidn se efectfia en sangre arterial o venosa (234).
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6. CITRATO

El citrato és"n met 'ollto clave del"c1clo de los dcidos

tricarboxilicos

(64-82%), un

cio citosdlico (36 96 195)‘

las membranas celulares

d1sm1nucz6n en la produccién‘y‘en los n\veles del lactato Qque se
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acumula en sangrefo;enﬁmﬁsculo} se reduce 1a deplec1on de glucdge

no hepitico y muscula’

hexoc1na a H no cambla signxfxcatlvamente durante trabaJo mus-

cular, se postula que la variacidén en la concentracién intracelu-
lar de los moduladores de dichas enzimas, contribuye a la adapta-
cidn metabdlica de economia de glucosa. Los moduladores enzimi-
ticos -ATP, AMP, Nud‘, IMP, creatina-fosfato, glucosa 6-fosfato, -

fructosa difosfato, P., citrato- ocupan ura posicién central en -

1’
el curso del metabolismo y proveen enlaces no formales entre el -
proceso metab6lico y las enzimas regulatorias clave; su concentrn

cién varia relativamente poco en orden a mantener la integridad -
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de su funcidn dual en la célula, ya que actuan como. moduladores

metabdlicos (dan 1nformac1on”d' 1os camb1os en el metabollsmo) °

bien como inter bo11 1guna;v1a

metabélita).(
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de los cuerpos cetonlcos,l;ﬁ3 h1drox1but1rato y acetoacetato, -

via cltrnto sintasaséebencuentra inh‘bidd, 51tuac16n que cxplxca
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1a disminucién de la entrada de acetil-CoA al ciclo de los 4cidos
tricarboxilicos (44, 95, 138, 152, 210). La velocidad de sumi-
nistro de precursores gluconeogénicos (alanina) determinari, en -

este caso, la velocidad de biosintesis de oxalacetato; si ésta se

aproxima o excede a la capac1dad de utilizacidn del mismo, la po-

za de oxala '"ntemente‘ aumentara R4 el acet11 CoA - -

incluyendolla:

(96, 127,

195
involucran
piruvatd

la sintetas

de diferen

incrementa’; en
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con la act1v1dad dc xltrato llasa (CL) La actividad de PC es

- de 1mportanc1a 1’n1f1cat1va en 11pogénesxs, fundamentalmente --

ung prop0rc1on sustancial del -

ia ciclo malato trashidrogenacidén

(101, 195, uccisn de NADPH se acopla al - -

desde matriz mitocondrial a cito

188, 195, 210). La actividad de la

xalacetato -

roducido via citrato

liasa, exp v;a ma1aib'deshidrogénasa);

luego, ‘€st nzima méliéa) produciendo piru
) ipogénica requiere de la acti-
vidad anapl idhié PC, de la poza de oxala

cetato‘int “8 ”118 188) El citrato acta

como efecto érico; p051t1vo de la enzima acetil-CoA carboxi

lasa s (en11ma c1 osollca, blotlna depend1ente, cataliza el paso -

limitante e ini :de velocxdad en la secuencia biosintética de
los &cidos grasoq) (7 36 118 129,, 06)* El citrato es la --

fuente princxpal de ucetil CoA cztoplasmético es el precursor -

mds importante de 1a via 1ipogénica>(7 118, 210). investiga--

ciones in vitro enfat1zan que el c‘_fatq gs un modulador de las



121

cidos-grasos;

enzimas clave en‘loskmetébolmeos de ‘glucosa'y de

en células intact

(123).

mientos meta
pogénica, 1

tejido gdibos

en el ciclo

siendo éste

to enlazado alfenzxma,

madamente, un 93%fdé'¢itrétdi§'§616 un 7%vdéiisoc1trato,




s———~ jsocitrato

hacia’ : nzima aco

nitasa atio u ~.cis-

teina; catal Y T lace del

socitrato
iza la --

1dad de la

Siel

~acumula

regulacidon de la

metabélié#‘importa la-regul:
cosa (55(*123ﬁ~227) : bl‘ahmento dc c1trato en plusma puede ser
una medida utxl del decremento en la ut111zac16n de glugosa du-

rante ayuno. E] cxtrato se correlnc1ona posxtlvamente con los niveles



de glucosa; pero, conéerva una relacién inversa con .la concentra

cidn de -los:d

cosa, Acid

no influye significa
del mismo'(lZi
(desde 9.0 a 30

La interrelacién

con las variaci

grasos libres. o

mentacién normal

como regulador-e

En condiciones normales, la excrecién diaria de citrato --

no varfia, disminuye‘én ayunb‘breVe y permanece consisteﬁtemcnte
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baja en ayuno prolongado. . El decremento én la excrecidn urina--

ria supone:un
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7. o<-CETOGLUTARATO

converﬁéﬂ@i
pidos y deter
de los ééido:
en el metaﬁdi'
to, el giufamat
mo celulaf‘dei ﬁ*de
las viaéimétabo

142). El o<-,

180)

cxga@inbééido‘ 0%cetog1utarato —

, glutamato + cK,oxoﬁc1do  '



mantener la homeostasis del ciclo de Krebs, debe existir 'la con--
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versién de plutamato a o&cetoglutarato y~la. produccién neta de --

NH Alteraciones en la aLL1v1dad dL glutamato deshldrogenasa -

3
afectan la 5luconeogene51b ¥ la 51nte51s de protelnas Si el --

cociente redox [NADH]/[NAD | dlsmlnuye, “1a via glutamato‘deshidro

genasa se desplaza hacia la formac1on -de: amontaco y c&kcetogluta-

rato; el amoniaco se elevard en sangre Y. el c‘rcetoglutarato au- -

mentaré en.orina. (69, 15_, 165) La tot1c1dad del amo" aqo se -
debe a su facultad de separar eflcazmente, ¢1a am1nac1on rgducto-

ra por glutamato deshldrogenasa,"al c<:cgtog1utarat del ciclo de

los dcidos tricarboxilicos; pudiendo provocar una inhibi- -
cién de la repiracién cerebral, asi como un exceso.en la
cién de cuerpos cetdnicos, a partir de acetil-CoA; ocondria

hepédtica (96).

La am1nac16n reductora dcl‘c( cetoglutarato esila

c1pal de blO in e51s:\e'g1utamdto

pondiente){ x“'

el amoniaco qu

lLa conversién de oﬁ-cetoglutaraio~a‘suﬁciﬁiiaCok,Ven gl -~

ciclo de los 4cidos tricarboxilicos, es catalizada por el cdmlejo
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o -cetoglutarato de<h1drogenasa. ‘Este es similar al complejo pi

ruvato desh1drogenas“: ohHeS L b yls}‘i5" Mg “‘iliién Z
cinco cofactor : P§i¢° .-
""" deﬁiﬂh;dihu-
cleétido(EAD) 2 1; de: sfbé‘com--

catalxzan una se--

cuencia‘ ordenada terrelacion reacc1ones.' Una de las -

talizadas pOf‘ to.sint: (C8) v cetoglutarato deshldroge-
nasa, cuyOS'K son con51derablemente menorcs quef‘la concentra*
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cién del sustrato-via (acetil-CoAy ‘oX-cetoglutarato, respectiva

mente) in vivo.'

que representa

adecuada; ~Lé

deshidrogenééa

mo acetilsQQAﬁ

mato) (66, 142

en la concentracidén mol

driales inéiuy"d

un aumento minimo de

succinil-CoA se el
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ciclo y en

: Bstas inte-

ra act1var'una nu f ndici ; ' : ‘tadd'metabélico -

actual. Asi por e;emplo, durante la transic 6n a un estado meta

bblico glucolit1co, aumenta la producc1on‘de NADH,(cn el paso de

gliceraldehido 3-fosfato deshldrogenasa) lo cual causa un r&pldo

aumento del flujo malato deshldrogennsa cito 6lico .1 transpor

te de equivalentes reductores (NADH) a'm1tocqndr1a,‘paf# oxidacion
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via cadenu respiratoria, procede via ciclo malato-aspartato. ES$
te 1nvolucra 1a entrada de malato'y glutamato y la salida de as-

partato y c&-cetoglutarato desde- m1tocondr13. El c1clo malato-

aspartato;s

copla ‘a pasos de transam1nac1on)y'desh1drogenac1on

por las isc

forma) - a la m1tocondrla por un 1ntercamb10

steqplmmtr1cu con -

el ct-cetoglutarato m1tocondr1al ‘El flu to es manten1
do por su reoxidacién a oxalacetato ‘via alato deshldrogenasa mi

tocondrial, y su conversién a c1trato-y" toglutnrato. El -

o{ -cetoglutarato mitocondrial, provee cK xetog1utarato citosdli-
co como aceptor de grupos amino, los cuales son-cedidos por el as
partato en la via aspartato amlnotransferasa. El aspartato mito-
condrial se trasloca en intercnmbio=§or glutamato + H* citosdli--
cos, intercambio electrogénico que caﬁsa una relativa oxidacién -
del citoplasma respecto a la mitocdndria. El aumento del inter--

cambio glutamato-aspartato, se asocis con una ripida deplecidn -
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del aspartato citosdlico.

'-El”aUméntoidel’fiujQ7a través de aspar

tato aminoﬁrathefhsa mitocondrial

ra al qspa:ﬁ@f‘

bios de=fiu1

petencia por oxa

to aminotransferas

mente, songgéhpensadbs por:e alato mitocondrial.

El malato mito esible y contrarres-
ta la concentracidn gradient ’

pecto al maléto,q;tgéél;

velocidad de int

152, 210).

El cx-éeiogiﬁtarato e
cadena ramificada (v§ii

especifica de los aminoicid

La actividad de las s

minante en mitocondrias hepatic

cidon de los aminoéci
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y la liberacién 51stem1ca de los c<-oxoac1dos derlvados, ocurren

en forma sustanC1al en el’ musculo (34 41, 44 52 95)

Los niveles de cK-éetoglu;arétbyehifiJido~Céfebfﬁespinal y
en plasma conéervan una relacién proporcional entre si. Los dos
presentan una tendencia marcada a disminuir, siguiendo un patrén
comparable, conforme auménta la edad. La concentracion de o<-ce-
toglutarato en fluido cerebroespinal de un adulto es significati-
vamente menor que en un nifio (76). El of-cetoglutarato se eleva
en sangre después de comer. La excrecién urinaria de o(-cetoglu’
tarato varia con la velocidad de su produccidn. Adultos sanos en
reposo excretan normalmente 5-20‘/4g/min (39, 103). En acidemia
lactica créonica, debida a deficiencia de PC, aumenta la elimina--
cién de malato, fumarato y de <o<{-cetoglutarato; Ya que estos me
tabolitos no se elevan en sangre, el mecanismo de excrecidn urina
ria puede reflejar ya sea un aumento en su produccidén renal, o --
bien una disminucién de su reabsorcidén tubular (61, 77, 103). Los
valores de o<-cetoglutarato en fluido ‘Cerebroespinal de nifios con
diagndéstico de ataques febriles o de epilepsia, no difieren (en -
forma importante) de los niveles observados en nifios normales - -
(76). Evidencias experimentales sugieren que el piruvato y el --
o{-cetoglutarato se incrementgn significativamente en cerebro de
ratas hiperventiladas para reducir la tensibén arterial de €O, e -

incrementar el pH en plasma (76, 102).
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8. GLUTAMATO

critico en'el

siblemente ¢

cerebral 1a poz

a la dékiAQhay

subcelular de g en neurotransmi-

sidén (66, 142 éa}‘s‘de“glutamg

la mayoria de

co. Proced
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rado en el catabolismo de los aminodcidos --alanina, arginina, as-

partato, asparagina steina sleucina; .leucina, ‘lisina, fenil-

alanin

total removid

del glutamato total remov formé cuantita

tivamente en aspartato- como paso inicial d atabolismo (66).

En presencia de glucosa'q:deip‘ vﬁtq;ée:;nk;bﬁh'la'movilizacién
del glutamato en un 26 y 61%, re§p§étiﬁ#ménte. Casi un 10% del -
glutamato isotépico no fue cuantificable, sugiriéndose la posibi-

lidad de que el glutamato hubiera experimentado desaminacién oxi-
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dativa produc1endo a(-cetoglutarato y amonio, Se detectd una pe-

quena fracc1onxde ‘aspartato (1%, aproxxmadamente) que derlvaba -

La via prlmordlal de b1051nte51s del glutamat es la amina

cibn reductiva del o<-cetoglutarato por 1a enzima alostér1ca glu-
tamato deshidrogenasa (GLDH) (96, 118,-142,-177). -La (GLDH) es -
inhibida por ATP, GTP, y NADH; es estimulada por ADP, GDP y cier-
tos aminoficidos. La actividad de l1a GLDH es estimulada por la --
hormona tiroidea (tiroxina) y ciertas hormonas esteroides (96, -

118, 192). La reversibilidad de ésta reaccion provee un mecanis-

o4-cetoglutarato + NH4’ + NADH (NADPH) /—=

Glutamato + NAD' (NADP') + H.0

2

mo para modular el flujo del c*rcetoglptaratp ya sea al metabolis
mo de carbohidratos (via ciclo de 1os'ﬁcidos;tricarboxilicos) o -
bien al metabolismo del nitrégeno'(vié'glutémato deshidrogenasa)

(142, 177).
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El c<<cetoglutarato“(_é<jo;bépido) §sA;ransamjha@p@(el gru

po oX -amino

mina produciendo glutamato

Ei ;pétféto §f§chisorrJa'pirroliné S-carboxilato (deriva;
do de proliﬁé)“después de su deshidrogenaci6én via enzima A'pirro
lina S5-carboxilato deshidrogenasa, experimenta la apertura del --
anillo formando el Y -semialdehido del &cido glutémico; este Glti
mo se oxida a glutamato (96, 142, 180, 190). El glutamato se sin
tetiza también a partir del catabolismo de la histidina, de argi-
nina y de la hidroxiprolina (96, 142, 180, 192). El glutamato --
puede derivar de intermediarios del metabolismo de glucosa, via -
glucdlisis, conversién a piruvato, oxidacidn a acetil-CoA, ciclo
de los acidos triga:bqkiligo;ﬂy la actividad de las aminotransfe-

rasas como reacciones édiéteréigs anabblicas (44, 66, 96).

d§i giﬁﬁ?@atbfg§t§ ampliamente --

Miigi
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no via dOS mecanlsmos alternatlvos a) pOT transamlnacmn, Vla -

L-aminodcido 2 oxogl 1t

- cetoglutarato
to deshldrogenas'

(41, 44, 96, 192)

la sintes1s‘de

circulantes del glutamato pueden no cambiar (34; 1d4,,

mato desde el tejido periférico al misculo esquelético'(4iii44,

104). La poza intrahepitica de glutamato deriva deftresrfUéntes:

a) dc protedlisis; b) de transaminacién intracelular (iﬁ

intramitocondrial) -a partir de alanina, aspartatq;;"

nilalanina, lisina y ornitina-; y c) del catabolilmd de.

177,

190).
citn de NADH,‘NHSE
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para la‘sintesis‘de'urea"en eIﬂtejidd"hep5ticQ (4;, 164, 170).

como se catabol1za>(66 157,,1’ ). 2a cerébral el --

glutamato es un metabol1to altamenté.éctiVB 'Uéde convertirse -

en una variedad de compuestos 1nc1uyen ‘o<-cetoglutarnto, la

glutamina, el &cido ¥ amlnobutxrlco (GABA); el pxroglutamato. -
}os ofl-glutamilpéptidos y los a’—glutamllpeptldos (el glutatién)
(66, 80, 142, 184). E! glutamato y sus metabolitos desempeflan -
una funcidn dual, como intermediarios en las vias cruciales del
metabolismo cerebral y como neurotransmisores modulando los im--
pulsos eléctricos (80, 142, 184). Los desordenes del metabolis-
mo del glutamato se asocian con alteraciones profundas del siste
ma nervioso central. Los mecanismos bioquimicos responsables en

estos desordenes se desconocen (80, 142, 184, 185),

La descarboxilacién del glutamato, via glutamato descar--

boxilasa y el cofactor fosfato de piridoxal, produce 4cido ¥-ani
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noburitico (GABA) (66 142, 147).  GABA estd presente en niveles

147, 185). “La .

142,
de hidrazida isonicdfihiég con un‘descenso en e1 n1ve1 de la ac
tividad de 1la descarbokiiéé\,glutémica del cerebro, da lugar a -
una alteracién convulsiva que se reprlme por la adm1n1strac1on -
de GABA (96). Una baja inﬁiaéd de la glutamato descarboxilasa
por el fosfato de p1r1doxal causa convulsiones; este desorden --
responde’ a terap1as con‘d051s elevadas de B6 (142) GABA se de-

grada a succxnato en un

secuencxa de dos reacc1ones., La prlme-

ra es la tr@psaminacién

transfiére,aibqé‘

dependlente,vform ‘_(142; 147 192) El teJldO ce-

rebral 51ntetiza X’guanodobutlrico y homocnrnos1na a partir de
GABA (142, 147, 192) el
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El glutatibn es el ){-glutamilpéptido natural'més abundan-

te (96, 115, 142 190) Es un tripéptido s1mple presente virtual

mente, en nlveles_s‘stancxales, ‘en_todas 1as celulas de los mami-

feros (115, 190)

u. sintes1s 1ntrace1ular a partlr “de glutamato,

cisteina y g11c1n catallzada por la acc1on comblnada de la --

16,n"’smtetasa (115, 142,

X Qlutamll c1steina + ADP

,'Kzg;u;amilcisteina + glicina + ATP..
L ~———s glutatifn + ADP + P,

Se sintetiza en forma reducida (GSH) y por vias que involy
~ cran transhidrogenacién y glutatidn peroxidasa se convierte a la

forma oxidada (GSS). La reduccidén de GSS a GSH ocurre via gluta-
tidn reductasa (flavoprotefna NADPH-dependiente) (115, 142, 190).
E1l glutatibn funciona en procesos que incluyen la reduccidn de --
compuestos clave, la proteccidn de membranas celulares y de otros
componentes celulares y como componente de sistemas de transporte

(41, 115, 142, 190).

En dietas elevadas en carboh1dratos, en obesxdad y en com1

da proteinica, los niveles de glutamato en plasma n varian. En
ayuno breve, en cetosis diab&tica y en puc1entes ne

el glutamato disminuye en forma importante. Fn ay o prolongado

el glutamato declina mls del 50%. En glucagonoma ocurre un aumen

to critico de glutamato en plasma (33, 70).



9. GLUTAMINA-

La glutaﬁiha
miento extracelu
que la po;a:d
el 20% délféontenid
144). Lagl

glutamiﬁa,«‘él-g

lismo celular del nitrdgeno

transfiere a través

ta glutamato dgsde‘

tribuir directamen

urea (165, 177, 190
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Los ‘estudios metabélico |_cultivos: de-células de carci-

a-glutamina, mds

ente po

Otras observaciones también soportan que“la“élufamina es
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el sustrato energétlco prlnc1pal en dxversos te)ldos Y- celulas

vo (144, 171)

tino y su: roxima-

Glutamato *'NHS;;?Afﬁi'

( La-cuantia
y veloc1dad de esta excede a otros mvcanismos de fljacién «de -amo-

niaco -en los mamlferos (142,165, 226), ' La act1v1dad de la ‘glu-
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tamina sintetasa es baJa en ulo. ~ Sin embargo, el misculo

libera cant1dades 1mportante lutamina en v;rtudfﬁ¢ 1a gran -

idrea que ocupa.e
fraccién conside

do cerebral

e Glh’tmﬁéto:ffNH .

mecanismo. que pro 1a conservac16n de cationes y restituye el
pH extracelular normal durante acidosis metabdlica (41, 45, 96, -
133). Los destinos metabélicos del nitrégeno Y-amidico de la

glutamina incluyen las vias de biosintesis de hexosaminas (gluco-
samina-6-fosfato), de nucledtidos (GTP, GMP, AMP), de aminolcidos
(ej. triptofano, histidina, asparagina, arginina) y la sintesis -
de otros compuestos claves (carbamilfosfato, purinas y pirimidi--
nas) (120, 142, 177, 192, 226). El carbamilfosfato es importan-
te para la carbamilacién de grupos amino en la sintesis de pirimi
dinas y en la formacién de citrulina. El equilibrio irreversi-

ble catalizado por la enzima carbamilfosfato sintetasa mitocon--

drial requiere de N-acetilglutamato (cofactor alostérico) y de --

ATP (2 molas). La enzima carbamilfosfato citoplasmitica impor-

tante en el ciclo de la urea no requiere de N-acetilglutamato - -
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(142, 164, 165, 170).

oX-oxoglutaramato pa
anillo lactam

molécula‘@§

por la enzima“

(142, 192;,226): ~Los niveles normale

fluido cerébfdéSpinéi:huméhd'e&ﬁiﬁéiv
La glutamina plasmdtica derivaffundamgqtaxmpn;(udgﬁmﬁsculo
esquelético y contribuyen en menor propbrciéhwéi hi§§d§,;e1 rifion
y el cerebro (41, 52, 70, 82, 118), ' La poza intracéiuiat de ami
nodcidos libres es la precursora de la sintesis de novo de alani-
na y glutamina en el miisculo esquelético (41, 52, 82, 118). Se
presume que esta poza es repletada por la degradacién delproteina
muscular (41, 52, 82). La proteflisis muscular libera alanina y
glutamina en cantidad no mayor del BY del total de residuos que -
integran la proteina muscular (41, 45, 52, 82). La glutamina de
riva ademds del catabolismo de otros aminodcidos y de la oxida--
cion de glucosa (45, 46, 52). Por lo tanto, la movilizacidn de
glutamina desde el misculo esquelético es desproporcional con res
pecto a la cantidad de glutamina constitutiva de proteina muscu-

lar (11, 41, 46, 52, 82). La velocidad de proteflisis, el con-



147

respectivamente

(3-@ seﬁﬁﬁd?); en-diabet

condicion

ocurre.una reduccién dras

glutamihé%dégde' 
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dieta y factores hormonales 1nf1uyen de manera cuant1tat1va en la

(44, 52, 82, 133)

(41, 44, 45, 146)

ami é}fﬁféiina y

orteza rénal la glutamina se -

sintetiza a partir de'giﬁfamato de- prolina, de hidroxiprolina y

de alanina (41, 45, 50, 142, 190). Posiblemente la velocidad de
extracci6én de glutamina por rifidn sea el paso limitante de la ve-
locidad de gluconeogénesis renal a partir de este sustrato (41, -
44, 52, 70). La glutamina tiene importancia fisiolégica en el -
balance neto de nitrdégeno y en la.excrecidén renal de iones NH4"-

(52, 70, 95, 142) En acid051s metabollca persxstente la amonio

génesis renal es cuantitatxvamente més 51gn1f1cat1va quo la acidi

ficaciébn de 1la or1na‘(70

zima glutamlnnsa renal !
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NH4* (41, 45, 133, 165). La acumulacidén intramitocondrial de --

glutamato, producto de la h1dr61151s de glutamina ;provoca la - -

caida de pH. El amoniaco formado se trasloc' 'amente, ‘junto

# i 2 s
con H fuera de 1a mitocondria y en. 1nterca itosdli

co. El k¥ estimula 1a actxvxdad de 1a :glutaminas En --

inanicidn prolongada la producc16n rena u&nta aproxi

madamente del 42% del total de nxtrogeno  (34;;;33. 154).

En este caso la actividad gluconeogeﬁ1ua renal sumxnlstra casi el
50% de la produccién global de g1ucosa,s;stem;ca,(44, 45, 133, --
154).

La extraccién fraccional de glutamina en higado es minima
(44). Estudios in vifro de incorporacidén de glutamina marcada
en gluconeogénesis indican que esta via representa 1/10 de la ca-
pacidad que tiene 1la alanina para la sintesis de glucosa (44, - -
133). En higado la glutamina se forma de la poza pre-existente

de glutamato (66, 184, 185),

La glutamina cerebral deriva de una pequefia poza da gluta-
mato sintetizado de novo (157, 184, 18S5). El glutamato proviene
de la aminacidn reductiva del o<-cetoglutarato, via glutamato - -
deshidrogenasa, en el compartimiento mitocondrial (10S, 127, 138,
185). La poza de o(-cetoglutarato es repletada por el potente -
mecanismo de fijacion de CO2 a8 los amino&cidos precursores de in-
termediarios del ciclo de los Acidos tricarboxilicos que presenta
el cerebro (66). La sintesis de glutamina cerebral aumenta cuan

do los niveles de amoniaco se elevan en sangre (192, 226). En -
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hiperamonenia el aumento en la poza intracerebral de glutamina -

induce un rapldo 1ntercamb10 de glutamina por aminoidcidos neutros

plasmiticos, Se ha

reportado que la hiperamonemia contribuye, -
en forma -indi anla encefalopatia en virtud de que la ele-
vada concent e 105 am1noac1dos neutros alterara el metabo-

lismo de sustrat neurotlasmlsores (41 142 165)

ciencias enz
transcarbamilas

succinasa; so

madanente do 5-10 umol/g (100, 142, 184). B
pinal fluctda entre 161'53€)AM (142).

La dieta elevada‘enﬂéaibbhld a
proteinas, la obesidad y el

alteran los niveles piésﬁﬁt
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gado, la cetosis y acidosis diabéticas, ocurren con un decremento

imporfantérdefgihfémina: ‘En ftéctomiiados Ié‘g1u£a-

mina se elevnf(;ﬁ’
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10.-: ASPARTATO

cidos, o{-cetoglutarato y oxalacetato (J43 '15 higédq
el aspartato deriva de la poza de glutamator v
~en cerebro, el aspartato proviene de la poza:dA ay fg-éxﬁi
tente (80, 185, 186). Glutamato y aspartatoS preqenta A
bilidad restringida en varios tejidos 1nc1uyendo~e1 cq;g§fo’e hi-
gado. Ambos se producen répidamente en cerebro, a:UhaiVQESCidad
total paralela a la renovacidn de intermediarios del citio de 1los
acidos tricarboxilicos. Estos amonodcidos, no esenciéles, estén
involucrados en neurotransmisidn y abandonan el téjido cerebral
en forma muy efectiva (19, 78, 142, 159 192) La'éhzima piruva-
to carboxilasa cataliza la reaccibn anaplerﬁtlca tundamental del
ciclo de los ficidos tricarboxilicos, sumlnistra oxalacetato para

"iniciar" el ciclo; esta via metabﬁllca provee el esqueleto carbo

nado para 1a blosintesis de moléculas neurotrnnsmlso‘a

do glutamato, aspartato y X-amxnobutxrato (GABA) Bioqueos meta
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b6licos o deflcxenc1as enzxmﬁt:cas en este nlvel inducen produc--

¢ién inadecuada de estos metabolztos neurctransmxsores*(!g 78, -

142, 159, 218, 235).7;51 metabolismo intestinal de-aspartato exd-
geno (ingesta en 13 &£§£& ! lutaming)

provee un mecanismo.de homeostasi

para el mantenimiento-

constitutivos de 1 e 1uida nolatdie infg¢bargq
la liberaci6n de ambos po e -y usente y

en cambio se inct

tesis neta de novo de alanlna

El. carbono que derlva;del metabo-

lismo de estos am1n05c1dos es 11berad6 como alnnlna, plruvato, o
bien como lactato; estcgmecan1smo contribuye é,supllr sustratos,
desde m@sculo, para la via gluconeogéniéa hepﬁtiéa (44; 45, 47, -
52, 82, 95). Las rcacciones involucradas cn'lé sintesis de élani
na son: a) la truneamlnacxon del am1noﬁc1do con obcetoglutarato

(aspartato, valina e isoleucina), via lu amtnotransferasa especi-

fica, para formar el ci}oxoac1do respectlvo, b)tln metabollzac16n
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toglutarato ut111zado en 1a transam1nac1on 1n1c1a1 (44 45 52, 53,

82, 95). El oxalauztato

malato,kv;a“ma

ra piruvato (6-16 mM) (2, 34).

enzima es relativamente elevada con respecto a la

piruvato carboxilasa (PC) y de fosfoenolp1ruvato caf

(PEPCK) (34). El aspartato, isoleucina, valina y t

también sustratos para la sintesis de glutamatb (41;
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En el‘tgjidd‘muscular (mﬁSculofesquelético'y_corazén) en -

ciclode los

reacciones:

transferasa as

la conversion:.de pPir

aspartato

mato, aspartato o piruvato (2,3

comprobado que 1la acumulééién neta d

2. Otro autor propone que un nfinero: dc aminodcidos que transami-

Y
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nan con eo<-cetoglutarato

-2

pueden acoplarse a alanina aminotransfe

aminoacidos - precursores,,es e1,c1clo nucleﬁtldos de pur1n,, rop

to por Thornhelm y Lowestein: (2, 34, 41, 152). E1 ciclo ut111za
las reacciones catalizadas por las enzimas adenilosuccinato sinte
tasa (i), adenilosuccinasa (ii) y la adenilato desaminasa (iii),
para efectuar la conversidon neta de aspartato a fumarato y amonia
co (2, 34, 41, 152). La secuencia nuclebtidos de purina puede es
tar acoplada con otras reacciones de transaminacibn para repletar

la poza de aspartato (2, 34, 52, 152).

i) aspartato + GTP + IMp —»
adenilosuccinato + GDP + Py
ii) adenilosuccinato—»AMP + fumarato
'iii) AMP——IMP + NH,
La reaccibn global es:
aspartato + GTP + HZO —_—

fumarato + GDP + Py * BHLo

El ciclo nucledtido de purlna constituy un. mecan1smo de -

anaplerosis fundamental en el mﬁscul 16t u nteﬁeJerc1-

cio, donde los niveles de ATP cst§n¢

El ciclo no provee cantxdades importanteS'del amoniaco (NH ] re--
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querido para la sintesis de urea (41).

4. La carboxilacidn reductiva de piruva

piruvat L§LCQ

La reacci6n dé'ia}enziméxméliéa-ﬁﬂb’ és?i};éQéis1blé.f El
equilibrio enzima malica-NADP' es reversible, pero la convers16n
de piruvato a malato es lenta y {inicamente es 51gn1f1cat1va en --
concentraciones extremas de plruvato y de b1carbonato (HCO3 ) (2,

34).

5. Las enzimas anablgrdticps@mi;ngnd;iales”propiohi1~COA carboxi
lasa (PCC) y piruvato carboxilasa (PC). ' La presencia de PCC en -
el miisculo esqueléti;o ha sido bien establecida. Su importancia
fisioldgica en el metabolismo de los aminodcidos de cadena ramifi
cada se acepta en forma amplia (2, 34, 52). La conversibn de los
aminofcidos (valina e isoleucina) a propionil-CoA e intermediarios
del ciclo de los acidos tricarboxilicos, involucra el coqsumo de
c(-cetoglutarato'en el paso inicial de tran;aminacién; parte de
su esqueleto carbonado se elimina como oX-oxoacidos (2-hidroxi-
isobutirato) a la sangre (34, 41, 52, 95). La via PCC parece no
dar cuenta del flujo anaplerdtico en el tejido muscular. Es posi
ble que ocurra un consumo neto de intermediarios de! ciclo de los

acidos tricarboxilicos (34, 52). La actividad de PC medida en mi
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tocondrias de msculo esquelético y corazén es suficiente para --

dar cuenta, en un un laps
termediarios q
bien en tejido ar perfundido co ‘ A enzima -

cataliza:1§ cé

aislada, la PC

sintesis de intermediari

poza piruvatc 4

~es baja‘cdmbérada}qonJla*velog;dad¢dq acumulacid lucogéﬁd’en

La velocidad de operacidn del ciclo nuclthidpS[de~purina,
en miisculo esquelético, aumenta durante ejercicioy én la fase de
recuperacién (2,34). Mediciones, in situ, del contenido de inter-
mediarios del ciclo de los &cidos tricarboxilicos, en miisculo es-
quelético de animales durante ejercicio, evidenciaron que la ve-
locidad de conversibn de IMP a AMP y la actividad de la enzima --
adenilosuccinato sintetasa (limitante de la véiocidad en el ciclo

nucledtidos de purina) dan cuenta de la \

elocidad (aunentada) del

flujo anaplerbtico del ciclo de loé ﬁcidos_'fidéibbxilicos:(z);,

Los niveles de fumarato y malato (genera s'ﬁiu}adenilqsuccinasa
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y fumarasa, respectlvamente).aumentaxon en forma pr1mar1a y sus-

tanc1a1._ Posteriormente

nato. ~Los cocientes malato/fumarato

cieron co

eaccibn en-
zima m§1; 
Durante e imuscular depend1endo de la 1nten51dad -

del mlsmo, aumenta la 11berac16n de alanina (50-500%) desde miscu

lo esqueletxco (44); a sintesis de alanina es soportada, en par
te, por la accesibilidad del piruvato derivado de glucosa. E1 me
tabolismo oxidativo de los aminodcidos de cadena ramificada y la

conversifn de aspartato a oxalacetato, proveen los grupos amino -

necesarios (41, 44, 102, 104).

El oxalaéétatO'es el precursor de'aspartato, se transfor--

ma en este po ”un equ111br1o revers1b1e catal1zado -por- glutamato-
aspartato am1no ransferasa 7 en presenc1a de' 0 :

como grupoprqstéplco'de la en21mg.

glutamato + oxalacetdtoﬁﬁzzz
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La formacxon de aspartato sum1n1stra un mecanismo para conduc1r -

los grupos am‘no,id‘ ‘ ;ahollsmo oxidativo de los --

177, 180). Las -

7 1?0' 177).  La capaci-
dad optima del h1gado en la:formac1on de urea, depende de 1a inte -
gridad de los sistemas multienzimiticos activos en el c*clo de 1la
urea y del encausamiento de las fuentes de nitrégeno (grupos of-a
mino derivados de los aminodcidos) a través de las vias biosinté-
ticas de fosfato de carbamilo y de aspartato (87, 164, 165, 170,
177). El aspartato provee el segundo dtomo de nitrbgeno de la --
urea, via sintesis de arginosuccinato (compuesto intermedio en la
" formacibn de arginina) (87, 164, 165, 177, 180). E1l nitrbgeno --
of -amino cedido por aspartato proviene de la aminotransferacién
de oxalacetato a partir de glutamato. El glutamato es el produc-
to final, portador de grupos o&amino, al cual convergen las vias
catabdlicas (transaminaciones) de la mayoria de los aminodcidos -
(164, 165, 170, 177, 180). EI1 nitrégeno aminico del aspartato se
conjuga, reversiblemente, con el dtomo de carbono carbamilico de
la citrulina, reaccifén catalizada por arginosuccinato sintetasa,.

produciendo arginosuccinato (87, 164, 165 170) La ruptura de -

arginosuccinato (un aminoacido doblc) por arg1nosucc1nato‘11asa,

forma fumarato y arglnlna‘la cual po tn 01 i ‘ﬁkidin1-

ca) el atomo de nitrégenoique‘el asparpatO‘qed El umara;gfre4
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citrulina ¢ aspartato + Mg ATP v——g-*

arg1nosucc1nato + AMP + Mg p1rofosfato + 2 H

‘arginosuccinato—= arginina + fumarato

genera oxalacetato (en mitocondria) a través de conversifn a -
malato (en citoplasma). E1 malato entra.a ondria, proba-
blemente, por la lanzadera malato-aspartatc spdfféio puede

ser también una fuente importante de e eductores como

resultado de su conversidn estequiomét umarato en el ciclo

de la urea (87, 165, 170, 188).

La sinte51s de carbi¥' : T efe;iivofde pi

rimidinas, es catal1zada por ia eenzima aspartat ranscarbamilasa

La

El equ111br10 se desplaza extra rdi iﬁtésis.f
enzima catal1za la etapa crit1ca en: la b1051nte51s de p1r1m1d1nas

L -
carbamilfosfat0\+ aspartato ==

carbamilaspartato + P;

y estd expuesta a una inhibicidn retroactiva de producto final --
por el trifosfato de citidina. El1 carbamilaspartato experimenta

cierre del anillo (via dihidroorotasa) y oxidacifn (via deshidro-
genasa del &c. dihidroordtico) produciendo Scido orbtico (164, --
165, 170). Un bloqueo en la utilizacidn de carbamilfosfato mito-
condrial, induce su liberacifn a citoplasma donde es sustrato'pa-
ra la sintesis de carbamilaspartato, dejando un incremente de los
precursores de pirimidinas y la aparicién de Scido or6tico en 1la

orina (87, 143, 164, 165, 170).
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directo de asparagina via as-

partato, es un ‘intermediarioien..l e treonina;

na, homoserina'y lisir
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1. PROCEDIMIENTOS PARA LA ESTANDARIZACION DE LAS TECNICAS
: MICROFLUOROMETRICAS ENSAYADAS

cada metabolito ensayado. "‘



Tabla

RECUPERACION DE SUSTRATOS ADICIONADOS A PLASMA (Fraccibn A)

Mezcla

Concentracién Qg{”’

Recuperado

de sustratos Inicial Final
un volumen £inal (enddgena) Adicionada esperada Final 1
de 1.0 ml. () (11) (I+11) obsetvada
o:Cetoglutarato 8.41 12,75 21.16 .- 99.4
Citrato 104.31 - 23.41 127,72 100.5
Glucosa (') 4.28° 3,98 8.26 8. 2
Lactato (') 1,53 8

Piruvato

Alanina
'/3-Hidroxibutirato

Acetoacetato

Glutamato

Glutamina

Aspartato

108.78
445:93. |
.08

S§91

v)/qu103



Tabla 2
RECUPERACION DE SUSTRATOS ADICIONADOS A PLASMA (fraccidn B)

Concentracion S/LM)
Mezcla

de sustratos en Tnicial Final S
un volumen final (endbgena) Adicionada esperada Final:.
de 1.0 ml A1 (1) (I+11) observada

of -Cetoglutarato 8.41 40.6 49.01 56

Citrato 104.31 175.6 279.51 - zzz}iq

Glucosa (') 4.28 1.08 5.36 .

Lactato (') 1.69 3.07 4,76

Piruvato 111.94 340.9 452.88  435.82  96.2
Alanina 297.2 esa.s  Fs17 0 7e0.ss 1012
_A-Hidroxibutirato  181.32 625.0 806.32 818.65 101.5
Acetoacetato 76.21. 107.0 183.21 184.59 100.7
Glutamato 108,78 232.73 340.51 345.26 101.4
Glutamina 445.93 682.0 1.127.93 1.113.08 98,7
Aspartato 44.04 136.0 180.04  183.82  102.1

('Z/Lux103

991



Tabla 3
RECUPERACION DE "SUSTRATOS ADICIONADOS -A PLASMA,(fraccién»C)' ;

oncentracidn (Y M)
Mezcla , — — ‘/L .
de sustratos. en ... <Inicia
un volumen final- 1doge
de 1.00ml. -

: ﬁecuperado
'fﬁ“iL 

CK-Cetoglqia}ét6 .7f”'w
Citrato ‘
Glucosa (')~

Lactato (')

oL

Piruvato

Alanina
/3-Hidroxibutirato :}éil_Zf
Acetoacetato f?é)Zii
Glutamato ,108}?8 “V7
Glutamina 445;93 L
Aspartato ;44.04 o

('{/LMxIOS
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1.2. Preparacidn. del.extracto neutro de plasma.

HC10, 1 M.
3,600 rpm;{

una solucidn
poso, pqrylb'm1
cibn cdmpigta’
min y 3,6603rpm
a -20 °C hast

1.3. Pafémetfds'd¢ es:aﬁdéri2aci6n”

Exactitud.-~El uorcentajeede recuperac1on de:cada_uno_ de -

los sustratos adicionados en concentrac1ones conoc1 a 1 lote --

mixto de plasma ("pool") fue calculado de la relac16n entre 1a --
concentracién final observada y la concentracidén final- esperada -

(ver tablas 1, 2 y 3) y determind la exactitud de la ‘técnica res-

pectiva,

EspeC1£1c1dad - M1d1endo la recuperac1on de cada uno de --

los sustratos ad1c1onados en concentraciones conocida
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Precisidn.- La cuantificacién de: la varlabxlldad intra-en

sayos, valoracién del sustrato espec1f1co efectuada en - una misma

ocasidn Y en un 51stema de ensayo constante

permltlo establecer

la prec1s16n de la metodologi‘*

Reprodﬁﬁiﬁif déd

ymedicién

Loéxmetodos m1croenz1mat1cos desarrollados

son sistemas i_fxidorreducc1on dependientes de piridin nucledti-

dos. ”Lég reacciones que ocurren en cada sistema de ensayo espe-
cifico sonbestéquiométricas. ~ El1 cambio en la concentracién del
nucledtido oxidado (ﬁNAD*,/}NADP’) o reducido (ﬁNADH,/aNADPH)
medido como un aumento o disminucidén de la fluorescencia emitida
es equivalente a la cantidad del sustrato presente en la mezcla -
de reaccién adecuada. Las condiciones de lectura del fluoréme--
tro se establecieron considerando la longitud mixima de excita--
cién (365 nm) y la longitud méxima de emisidén fluorescente (460 -
nm) de los nucledtidos reducidos (/6NADH,‘/3NADPH). La eleccidn
de la longitud mdxima de emisién fluorescente, no siempre corres-
ponde al pico del espectro fluorescente, es determinada por la rela
cion ptima entre las lecturas fluorométricas de las muestras a --

valorar y los "blancos". La seleccidén adecuada de los filtros -

primarios de excitacién y de los filtros secundarios de emisién -
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reduce al minimo la fluorescencia de los reactivos y de otros com
puestos interferentes. La estimacién de la sensibilidad del en
sayo microfluorométrico especifico se ajusta a la concentracidn -
del nucledtido oxidado o reducido usado en el sistema de reaccidn.
Los limites de sensibilidad atil estﬁn dados por factores de ins-
trumentacion. La sensibilidad directa Gtil es confiable si el -
ensayo se basa en las diferencias entre dos lecturas efectuadas -
antes y después de la adicidén de la mezcla reactiva especifica.

En fluorometria analitica pueden medirse concentraciones de NADH
o//?NADPH de 0.1-IQ}LM equivalente a 0.1'x10'.9 molas contenidas en
un volumen final de 1.0 ml. Los procedimientos fluorométricos -
son mis sensibles que la espectrofotometria en un orden de magni-

3.10%.  Esta metodologia permite obtener limites -

tud de casi 10
de sensibilidad mnuy amplios. La no linearidad entre la lectura
fluorométrica y la concentracidn de la molécula fluorescente ocu-

rre a8 niveles detectables muy pequefios, factor de 104-105.

Las mediciones fluorométricas fueron hechas en un fluorbme
tro de filtros TURNER., Se empled como fuente de luz una limpara
UV § 110-850, afsla la linea de Hg en 365 a 405 nm. Se utilizd
como filtro primario el # 110-810 (7-60) que aisla la linea de -
Hg a 365 nm, y como filtros secundarios los #(s) 110-816 (2A) y
el 110-831 (48). El sistema complejo de filtros secundarios did
una transmisidén méxima de 460 nm. Los filtros de densidad neu--
tra #(s) 110-823L (10% de transmitancia) y el 110-812M (1% de --
transmitancia) se adicionaban a los filtros secundarios cuando -

era requerido. La intensidad de la luz incidente sobre la mues--
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tra fue controlada ajustando la escala selectora del flurdmetro

a sensibilidad IX, 3X, 10X o bien 30X.

1.4, Preparacidén del extracto neutro de soluciones estandar.

Las solu;iqnés estahdar purés, empleadas para el trazo de
la curva estandar respectivamente, de cada metabolito ensayado --
(glucosa, piruvato, lactato, alanina,)/3-hidroxibutirato, acetoa
cetato, citrato, o¢cetoglutarato, glutamato, glutamina y aspar
tato) fueron tratadas de manera similar que las muestras biolbgi
cas (plasma) para la obtencién de los extractos neutros (ver - -
"Preparacién del extracto neutro de plasma" p. 168), La mezcla
dcida estandar-HClO4 especifica fue neutralizada, pH 6.8-7.2, --
con una solucién fria de KHCO3 3M. Los extractos neutros recu-
perados se usaron para el trazo de la curva estandar adecuada.
Las soluciones estandar se procesaban al momento de efectuarse -

el ensayo.




2. EL PERFIL METABOLIC BASAL NINOS Y ADULTOS DE

UNA POBLACION EXICANA ORMAL

(GMV) y probable sindrome de Sotos (VPG). Los valor‘s normales -
de metabolitos, ya mencionados arr1ba, en plasma de 15 adultos cu
" yas edades fluctuaban entre 19 afios hasta 45 aﬁos se obtuv1eron -
de una poblacidn metabdlicamente normal de la unidad de Biologia
Molecular del Instituto de Investigaciones Biom&dicas UNAM.
Todas las muestras se tomaron en condiciones de ayuno durante to-
da la noche y previamente a su extraccidn el paciente permanecid
en reposo por 45 min. E1 plasma fue recuperado de sangre venosa
colectada sin constriccidn y en jeringa heparinizada. Inmediata-
mente se procedif a obtener el extracto neutro de plasma (ver - -
"Preparacidén del extracto neutro de plasma" p.168) el cual fue con--
servado a -20°C hasta.su utilizacibn. Los extractos neutros se -
usaron para medir por procedimientos enzimiticos-fluorométricos -
los valores normales de metabolitos en plasma de la poblacidn in-

fantil (ver tablas 4 y 5) y de la poblacibén de adultos (ver tablas
6y 7).



2.2. VALORES NORMALES DE METABOLITOS EN PLASMA DE LA POBLACION INFANTIL ESTUDIADA

(M), N=12
Tabla

Metabolito M®s Limites Rxgigizgos Referencias
ol -Cetoglutarato  11.15 ¥ 0.5 8.82 - 14.93 5.0 - 26.2 (76)
Citrato 95.47 % 6.97 55.6 - 145.84 81.0% 8.0 (37,98)
Glucosa (') 4.65 too.9 3.51 - 5.6 3.89-  5.55  (43,98)
Lactato (') 132 013 0.66 - 1.93  0.85- 2.2 (126,208)
Piruvato 102,39 ¥ 6.15  78.29 - 141.38  54.0 - 244.0 . (76,182)
Alanina 236.15 ¢ 23.42  146.35 - 432.43  140.0 3ooo (38, 69,173)
Hidroxibutirato 179.37 ¥ 27.43 71,6 - 388.02  50.0 - 600.0  (43)
Acetoacetato 52.81 ¥ 6.32  25.58 - 93.3%5 : <1ooo (182)
Glutamato 70,82 ° 7.12  45.85 - 132.30  14.28 76 (37,71,183)
Glutamina 493.18 * 26.46  350.07 - 626.75 4145 8,43,183)
Aspartato 17,28 ¥ 1.95 7.79 - ' ‘
L/P 13.58 * 1.61 4.67 -
Ala/Pir 2.30 ¥ 0.16 1.59 -
/8 -HB/AcAc 3.30 ¢ 0.19 2,26 -

" /aMx1o3

gLt
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2.2. VALORES NORMALES DE METABOLITOS EN PLASMA DE LA POBLACION
INFANTIL ESTUDIADA S/;M), N=12 )

Tabla 5

Metabolito

o -Cetoglu

Citrato-

Glucosa (')

Lactato (') -

Piruvato
Alanina
R -Hidroxibutirato

Acetoacetato
Glutamato
Glutamina

" Aspartato
L/P

Ala/Pir
’/3-HB/AcAc
") /umo”




2.3. VALORES NORMALES DE METABOLITOS EN PLASMA DE LA POBLACION DE ADULTOS ESTUDIADA

(/AM), N=15

Tabla 6

Metabolito

, Valores
M-8 - Limites : Reportados Referencias

of -Cetoglutarato
Citrato

Glucosa (')
Lactato (')
Piruvato

Alanina

_B Hidroxibutirato
Acetoacetato
Glutamato
Glutamina
Aspartato

L/P

Ala/pir
_f3-HB/AcAc

8.65 * 0.57

119.37
4.69
s
104.23‘A“
240.58 *23.
185.66 *25.

156.0 -

58.26 S (116,182)
76.37 - 6 (37,71)
476.76 37,71

34.43
14.70°
2.27
3.15

(')//4Mx103

Cem e

Siit
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5. VALORES NORMALES DE METABOLITOS EN PLASMA DE LA POBLACION
'DE ADULTOS ESTUDIAD M), N . s

Metabpiif

o<~ Cetoglut

Citrétdx

'Glﬁcos

/3 -Hidroxibutirat
Acet&féé;ﬁét\‘
Glutamafq¥!3
Glutamato
Aspariato
e
Ala/Pir-
_f-HB/AcAc
() uhcto®




An

3. MONTAJE DE LAS TECNICAS MICROFLUOROMETRICAS ENZIMATICAS
PARA LA MEDICION DE LOS METABOLITOS INCLUIDOS EN ESTA TESIS

3.1. Procedimiento analitico para la determinacién de

eactivos usados

eran,tahbié
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Metodologia

La curva-estanda

de cada uno de io

lela, los estandares, muestras y blancos. La mezcla ‘de reaccidn
consistid en buffer tris-HC1 50 mM pH~8.1, MgCl, 1 mM, ditiotrei-
tol SOO/LM, ATP SOOILM, NADP SQ/LM y G6P-DH 20 ml, todo esto con-
tenido en un volumen final de 1.0 ml. Después que se adiciondé -
el problema, los tubos de reaccién reposaron (2-4 min) a tempera-
tura ambiente, a fin de que ocurriera la oxidacibn de glucosa-6-P
endégena en las muestras. El fluorémetro se ajustd a sensibili-
lidad 10X e inclusién del filtro neutro 10%. La lectura inicial

(UFI) fue tomada a priori a la adicién de la enzima HK (10/11 =
0.14 U). El tiempo Optimo de reaccidén fue de 12 min.

La solucidn stock de glucosa fue valorada en una mezcla de
reaccién que consistid en buffer tris HC1 50 mM pH 8.1, MgCl, --
1 mM, ATP SOO/LM NADP SOO/uM' HK 0 28 ‘U-y G&P-DH 0.08-U, todo es

to contenldo en un ,La lectura 1n1c131

(DOl) se toméf nt ar_lajjluuosa (19/11 = loo/umol)

La lectura f1nal (DOz);se leyo a 1os 6

ln“dq rgacc16n.,
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Resultados y Discusidn

Conforme al pr1nc1p10 de reacc1on en el 51stema de ensayo,

la cantidad de NADPH produc1do resultd d1rectam‘nte roporc1onal

resultados reproduclbles.,f Los ensayoq mult ple gperacién

N=3 (tablas 1,2, 3). Los datos establec1ero

de glucosa es cuantltatxva (tablas

Los valores‘de glucos

normales mexican

che, resultaronfde*' de Q;SQEfVO;ZO -

(M + ES), N=15,'§;spdctivamente;
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3.2. Procedimiento analitico para la determ1nac1on de
p1ruvato. ' R :

Método de Lowry, 0.H

2, N1cot1na 1da aden1na dlnucleotldo
.buffer carbonato 100 mM pH 10 6

3. Lactato desh1drogenasa (LDH) strﬁ
buffer ‘tris- HCl 20 mM pH 8.0

4. Solpcién stock de piruvato s6dié5

&) De Sigma Ch. Co. St ' pqq;t;vos'uéados

eran’ tambxén de grado ana11tico

Metodologia

estandar -

‘extractos

neutfbs de las: soluciones.est: ;3oq, 350,
400, 450"y ‘500 M)

de,piruJétog

Correspondi é&sta una ampli



182

tud de 0.43 a 4.3 nmol de piruvato por tubo analitico. Se em--

plearon alicddtés?qu ‘71)3qé;1os;extractd$.neutros,de muestras

para su valoracién

En cada serie de estimaciones se ensayardh, eh forma conco
mitante, los estandares, muestras y blancos. La mezlca de reac-
cién consistié en buffer fosfato 50 mM pH 7.0 y NADH S/aM, ambos
en un volumen final de 1.0 ml. El fluorémetro se ajustd a sensi
bilidad 30X e inclusibén del filtro neutro 10%. La lectura inicial
(UFl) se efectu6 después de la adicidén, en forma conveniente, del
problema. Se incorpord la enzima LDH (1olﬁa = 0.05 U) y el tiem
po 6ptimo de reaccién fue de 10 min. La curva estandar en nive-
les limites de 0.43 a 4.3 nmol de piruvato por tubo analitico, se
ensayd en.un sistema de reaccidn similar al descrito arriba, ex--
cepto que la concentracién del nucleStido se incrementd a 10/4!4.
Las lecturas se efectuaron a sensibilidad 10X e inclusive el fil-

tro-neutro 10%.

La solucidn stock de piruvato fue valorada en una mezcla -
de reaccibébn compuesta por buffer fosfato S0 mM, NADH 75/4" y LDH
0.1 U, todo esto contenido en un volumen final de 1.0 ml. Des-
pués de transferido el estandar (?/11 = 50 nmol) de piruvato, el

tiempo Optimo de reaccibén fue de 6 min.

Resultados y Discusibn

Conforme al principio de reaccidén estequiométrica en el

sistema de ensayo, la cantidad de NADH oxidada y medida por el
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decremento en fluorescencia resultd equivalente-a la cantidad de
piruvato presente. Esta proporcionalidad directa fue consisten
te cuando el piruvato fue medido en niveles limites de 0.2 a 3.4
MMy de 0.43 a 4.3 uM por volumen de reactivo analitico (Fig.2).
La sensibilidad del ensayo fue dada por la cantidad d¢1 NADH pre-
sente en la reaccién, la cual determindé el ajuste ﬂe sensibilidad

del flurdmetro.

La precisién del método g/(M) fue de 111.94 + 5.15 (M * ES),
N=5. La variabilidad inter-ensayos resultd de 112.46 + 5.03
(M + ES), N=4 (Tablas 1,2,3). En condiciones idénticas de ensa-
yo, una muestra valorada en ocasiones diferentes, di6 resultados
reproducibles. La descongelacifn sucesiva de las muestras no --
afectd la estabilidad del piruvato presente. La recuperacidén de
piruvato exdgeno, inclusive en presencia de otros sustratos, re--
sultd de 102.73 + 5.1 (M + ES), N=3. La técnica dié recuperacipo
nes cuantitativas (Tablas 1,2,3). La presencia de otros sustra-

tos no alterd la especificidad de la reaccidn enziméitica.

Los valores de piruvato en plasma de nifios y adultos norma
les mexicanos, en condiciones de ayuno durante toda la noche, re-
sultaron £/4M) de 102.39 + 6.15 (M + ES), N=12 y de 102.82 + 4.16

(M + ES), N = 15, respectivamente.
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Principio

s (5 1)
__e_s_t_’undar -
: np'ampli-~

nalitico -

~dé los extractos neutros de las
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muestras fueron valoradas.,

En cada ‘1C1ones se ensayaron,'en forma parale-

la, los estandares, muestras y blancos. ‘ La mezcla de reaccxon -

consistid en buffer ? am1no 2- met11 1- prOpanol 100 mM pH 10.0, --
hidrazina 100.-mM..y NAD ZOQ/LM, todo esto contenldo en un volumen
final de 1.0 ml. Las lecturas fluorométricas se efectuaron a --
sensibilidad 10X e inclusive el filtro neutro 10%. La UF, se --
tomd después de la adicién, en forma adecuada, del problema.

Después de incorporada la enzima LDH (10/u1‘= 8.0 U) 1a reaccidn
se completd en 10 min. = La inclusién de blancos fue imprescindi-

ble.

El stock de lactato fue valofado en una mezcla analfitica -
que consistié en buffer hidrazina 200 mM pH 9.6 y NAD 2 mM, ambos
contenidos en un volumen final de 1.0 ml. La DO, fue tomada des
pués de haber transferido el estandar (so/ul = 50 nmol) de lacta-
to. La enzima LDH (1%/(1 = 20 U) inicid la reaccibn, la cual --

ocurri6é6 en 10 min.

Resultados y Discusidn

La reduccidn de>NAD

crecientes de lactato: procedl

tema de ensayo. e ant1dadvde NADH produc1do, dctectada como -

un aumento en fluorv ccnc1a, fue dlrectamente proporcional ala -

cantidad de ]actato prbsente en -una ﬂmplltud de a 1%/4M por vo-

lumen de rteactivo analitice {Fig. 5)
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La precisi6n del método fue de 1. 69 + 0,02 (M + ES ) N=5§
y un C.V. 2%. la reproducxbxlxdad resulto detl’6

(M + ES), N4yunCV dezou (T”

did 100.4 +

sultados . confirmaron

specifidi&éd del

cuantitativas

método (Tébié

ultos norma
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Fig. 3. Concentracién de lactato vs. lectura flug
rométrica neta’para una concentracién de:.
ZOO]JM*de NAD-en‘el sistema de-ensayo.-—-... ...

J = Coeficiente de correlacién,
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3.4, Proced1m1ento»ana11t1co para la, determ1nac1on dc
alan1na:'

Método”de;;éwfy

Principio

;f+JGlutamato

Reactivo

2. Nicotinamida-adenina dinucledtido reducido (NADH)'5 mM en --
buffer carbonato‘100 mM pH 10'6“ :

3. Glutamatoﬂplruvato transaminasa: (GPT) stockior g1nal diluido
‘en b fer tr1s HC1 20 mM pH 8.0. :

4. Lactato deshldrogenasa, LDH, stock original d11uido con buffer
"”trls HCl 20 mM pH 8.0~ o :

S. ,Soluc1on stock de acido cx:cetoglutarlco 100 mM pH 8.0

6. Solucidn stock de alanina 100 mM

(') Preparaciones comerciales de Sigma Ch. Co. St. Louis MO.

Otros reactivos empleados eran también de grado analitico.

Metodologia

~La-curva estandar fue ensayada con alicuotas ¥1o;ai) de --
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" na por volunen de react1vo anal1t1co (1 0 ml) De ‘manera alter-

(10 y1) de cads (100, 1"50, .
200, 250, 300 [ i 50 M) de alanina por volu--

n forma para
clavde reaccién
leM.7G<-cetog1u~
tarato SO/QM y LDH 0 23 U to sto-conte: ‘;}Ten un.volumen fi--
nal de 1.0 ml, Después eljproblema, en forma

conveniente, los tubos de~réécc1onrr o ron (10 min) a temperatu

ra ambiente a fin de que ocurr1era 1a reducc16n del piruvato en-
d6égeno en las muestras. El flurémetro~£ue ajustado a sensibili-
dad 30X e inclusive el filtrornéﬁtféwiégir La lectura inicial - -
(UFI) fue realizada antes de que se adicionara la enzima GPT - -

(10/a1 = 8.0 U). La lectura final se tomd a los 20 min de reac-

cibn.
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Resultados y Discusién

El sistema de ensayo 'se fundamenté en la conversién de ala

nina a piruvato por GPT y la medicién del piruVéEo,fdrmado por -

la oxidacién acoplada de NADH e Este meca--
nismo de reacciodn acoplaaégﬁfo{ orma cuant1tat1va en una
amplitud limite de 0.4 3:2;' ‘ '
por volumen de reactivd~;nal;ti

y medida por el decremento.en

cantidad de alanina presente (F
sayo fue dada por 1la Céﬁ\l YNADH (ﬁ/lM) presente en la - -
reaccién, la cual de;' péte de sensibilidad del fluord
metro.

La precis1on del mét_ro /uM) fue de 297 2+ 3,18 (M+ES),

N=5 y un C.V. de ;:41}:>> La.Qar1ab11;dad 1ntex~ensmws resultd -

de 295.9.1 3.8 (M *+ ES), N=4y un C.V. de 2.5% (Tablas 1,2,3).
Una misma concentracidon de alanina valorada en un sistema de en-
sayo idéntico y en ocasiones diferentes dié lecturas de fluores-
cencia similares cada vez. La frecuente congelacién y descongela
cién de los extractos neutros no alterd la estabilidad de alani-
na en las muestras. Los ensayos de recupgracibn de cantidades
conocidas de alanina adicionadas a plasma, inclusive en presen--
cia de otros sustratos, dieron un porcentaje de 104.2 ¢ 2.9 (M ¢
ES), N=3 (Tablas 1,2,3). La técnica dié recuperaciones cuanti

tativas y no ocurrieron reacciones inespecificas.

Los valqreé,dé alanina E/(M) en plasma de niflos y adultos
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normales mexicanos, en -condiciones de: ayuno-durante toda.la no--

che, resultaror

23.72 (M * ES
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3.5. Procedimiento Analitico para la Determ1nac16n de
Jﬁ derox1b"t1rato‘ : Tk

dificadéf

Principio

(') De Sigma Ch. Co.

1'Iréaétiy0510§ados
eran también de grad e

analitico

Metodologia .

La cury,

,xperxmentada con a11cuotas (ég/Ll)

de cada uno;deflos’ xtractos neutr 'luc1ones e

(150, 300, 450, 600, 750 900, 1050 hidroxibuti-

1200/uM)

rato, Represent6 anelEﬁ limxtes de B 5 Qs 12 5

- hldroxxbutxrato yor volumen de reactlvo nnalxtxco Ll Oml) De
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forma alternativa, otra curva estandar fue ensayada con fraccio-

nes (ZS/al) de cada una de las soluc10nes estandar puras (20, -

60, 100, 140, 180 y 220/uM) Correspondm a ésta una ampli--

tud de 0.5 a 5.5. nmo hxdrox;butxrato por volumen de reac
tivo analitico (1{0  ‘ deﬁlo 25/11 de los extrac-

tos neutros de 1 empleadJs para su valoracién.

En cada ser1e de” medxcxone se ensayaron,ren forma concomi
tante, los estandares, muestras y blancos. La mezcla de reac-
cién consistid en buffer carbonato 250 mM pH 9.5 y NAD ISQ/xM, -
ambos contenidos en un volumen final de 1.0 ml. En el caso de
la curva estandar en niveles limites de 1.5 a 12.5 nmol de - -
j@-hidroxibutirato, las lecturas fluorométricas se efectuaron a
sensibilidad 10X e inclusive el filtro neutro 10%. Si el - -
B- h1drox1but1rato era medzdo en una amplxtud de 0.5 a 5.5 nmol,
el flurbmetro se aJustaba a sensibilidad 3X e inclusive el fil-
tro neutro 10%. La lectura inicial (UFl) se tomd después de la
adicién, en forma conveniente, del problema. Se incorpord la -
enzima (IQ/ZI = 15 mU). La lectura final se efectud (UFZ) a -

los 35 min de reaccifn.

La solucién stock de_}%hidroxibutirato fue valorada en una
mezcla de reaccidn que consisiti6é en buffer carbonato 250 mM pH
9.5 y NAD 3OQ/LM, aﬁbos contenidos en un volumen final de 1.0 ml.
La DO, se tomd después de la adicién de_/3~hidroxibutirato - -
(SQ/LI = 50 nmol). Posterior a la incorporacién de la en:ima -
HBDH (IQ/LI = 50 mU) y transcurridos 35 min de reaccidn se leyd
la DO,.
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Resultados y Discusidn




197

UNIDADES FLUOROMETRICAS

i -4

) i
; 50'"‘ 450 wo 1050

/:l Hi DmxlevfnRATo /MM
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3.6. Procedimiento anal1t1co para la determ1nac16n de
acetoncetato :

Mét@do modificado de B.: Young and A.E.

Principio™

~Acetoacetato

Reactivosf(f

1. Buffer fos,ato

2. Nxcotlnamxda - ac
buffer carhonato

en

3. 3- H1drox1but1rato“ﬁ {
diluida con buffer fosfato ZS mM pH 7. 0

4. Solucibm- stock de éc1do acetoacét1co 100 mM

(') De Sigma Ch. Co. St. Louis MO. off°57t¢?§?$V° sados

eran también de grado analitico.’ '

Metodologia

La curva eﬁtandar fue etperimehtada con‘aiicudtés (1%/(1)
de cada una de las soluciones estandar puras (’0 40, 60, 80, -
100, 140 vy 180/u M) de acetoacetato. Representd concentracio-

nes limites de 0.20 a 1.8 nmol de acetoacetato por volumen de -

Renold (209)
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reactivo analitico (1.0 ml). Alicuotas de 10- ZQ/LI de los --

extractos neutros de las muestras fueron valotadas.

En cada serie de mediciones $éieﬁShyéron, en forma parale
la, los estandares, muestras y blancos. " La mezcla de reaccién
consistidé en buffer fosfato 50 mM thjfo v NADH Q/QM, ambos con
tenidos en un volumen final‘de 11Q!@1;7'_E1 fluorémetro fue - -

ajustado a sensibilidad 30x e5ihciusiv9 el filtro 108. Lla lec

tura inicial (UF;) se toma después de la adicién, en forma ade-

cuada, del problema.- Se -inco ! .enzima HBDH (IQ/LI = 30

= 50 mU) yftranSé ffi': 25 ‘min de reaccién se tomé la DO,.

Resultados y Discusidn

La oxidacion de NADH en presenc1a de HBDH y concentracio-

nes crecientes de acetoacetato procedlé de forma estequiométri-

ca (Fig. 6). La cantidad dejNADHéoxidado, medida como un de-

cremento en fluorescencia, resultéwdxrectamente proporcional a

la cantidad de acetoacetato prek :te on una amplitud de 0.2 a -

1. BluM por volumen de reactlvo nnalitxco (Fig. &),
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La precisién del método fue def76.21;*'4152;(Mf:~E$) - -
N=5 y un C.V. de Todt da ultd de 77.34

3.26 (M + ES

concentracid

idéntico y

similares-ca

ciones estable

blas 1,2,3).

Los valores’

normales mexicanos

che, resultaron de (4

+6.72 (M + ES), N
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Fig. 6. Concentracidn de.acetoacetato vs. lectura-
fluorométrica neta para una concentracidn
“de 6}4M de NADH-en-el: sistema-de ensayo, ==

s Coeficiente-de correlacién, -



Principio

202

3.7, Procedlmxento analltzco para' a- determxnac16n de
c1trato.7 ;A Lo

Métddo,dé;ho ry

Cztrato fﬁ

Oxalacetato

Reactivos (')

1.
2'

3.

‘.

6.

Buffer tris-HC1 200 mM pH 7.6

Nicotinamida-adenina dinucleétido reducido (NADH) 5mM en
buffer carbonato 100 mM pH 10,6

Citrato liasa (CL) suspension en buffer imidazol-HC1 50 mM
pH 7.4 conteniendo ZnCl, SOO)LM

Malato deshidrogenasa (MDH) stock original diluido con bu--
ffer tris-HC1 100 mM pH 8.0

Solucibén stock ‘de &cido citrico 100 mM (Baker Analized).

Cloruro de zinc 1 mM (Baker Analized)

(') De Sigma Ch. Co. St. Louis MO. Otros reactivos usados

eran también de grado analitico.

Metodologia

de cada una de 1as 501uc1ones

La curva estandar  fue experimentada con; alicuotds (lo/ul)
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125, 150, 175y ZOO/u M) de c1trato. Correspondid a ésta una -

amplitud limite de "nmol de citrato por volumen de - -

reactivo anal1tic ie'emplearon fracciones (10- Zgﬂl)

s ara su valorac1on.

a lectura

n una mezcla de

reaééi6ﬁ~com 7.6} NADH SQ/LM,
ZnC12 4€u od 1 onpen;dqtgn un volumen --

&és de haber transferido -

reaccién. La enzi-

L 7DO? se leyd a los 10

ise fundamenté en la ruptura de citra-

to en oxalacetato y acetato'por 1a actlvidad da P' y 1a medicifn

del oxalacetato formado por la oxldnc1on acoplada de NADH en pre
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sencia de MDH, Este mecanismo de reaccidn acoplada procedid de

forma cuantita;ivé éhfuné‘amplitud limite de 0.25 a 2.0 nmol de

citrato por:volume eameiélé analitica - La cantidad de NADH -

oxidado y medi&a )

decremento en fluorescenc1a resulto equi

valente q;la ntidad de c1trato presentei(Flg’

N=5 'y uniC.V
de 100,71:

nes idéntic

diferentes dif resultados reproducibles  (Tabl 3).  la --
frecuente o
no alterok
de recuperacl
plasm;;:ihd}

centaje;de"Qé

normales’ mexican
resultaron 1:!%5,1’ .N,=1,.2 y de 1,1,9,-,37 Les o

+ ES),‘N=15;frésbe§t1vam¢nte;:
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crr RATO, /uM

Fig. 7 Concentracion de citrato vs. lectura fluoro~f'
métrica neta para una concentracidn de S M
de NADH en el sistema de ensayo. ' :

M= Coeficiente de correlacién.
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3.8. Proced1m1e':o analitlco para la determ1nac16n de

Principio

oX-Cetog1 NADH . H’-ﬂ-'l“-» Glutamato + NAD*

Reactivbs;(ijT

1. Buffer imidazol-acetato 80 mM pH 6.9
2. Adenosina-5'- difosfato (ADP) 10 mM pH 7.0

3. Nicotinamida-adenina dinuclebétido reducido (NADH) S5mM en
buffer carbonato 100 mM pH 10.6

4. Glutamato deshidrogenasa {(GLDH) suspensidén original diluida
con buffer tris-HC1 20 mM pH £.1 conteniendo ADPAIOO/uM

S. Solucibn stock de &cido of-cetoglutirico 100 mM ajustada a
pH 8.0
6. Acetato de amonio 100 mM (Baker Analized)

(') Preparaciones comerciales de Sigma Ch. Co. St. Louis

MO. Otros reactivos usados eran también de giado analitico.

Metodologia

La curva estandar fue experimentada con alicuotas (50/41)
de cada uno de los extractos ‘neutros de las =oluc1ones estandar

(5, 10, LO,130,,4015”59/QM)"§ekq&ngtgglqtaratp., ,Correspondia
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1130 nmol de o¢-cetoglutarato

a ésta una amplitud limite:de:o‘lf

“forma alternati-

ras (1.25, 2 5

en volumen flnal E1 £1 met
lidad 3X. Ln lectura 1n1c1al (UFl) se efectué después de la -
adicién, en forma adecuada,kdel problema. Se’ 1ncorpor6 la enzi

ma GLDH (30/0

1 27U : La lectura f1na1 se tomo a los 20 min




208

esto Contenldo en un volumen f1nal de- 1.0 ml. La lectura inicial

(DO ) se tomo d'f‘ de la ad1c1on de o(-cetoglutarato (10/&4 =

) 2) despues de 1ncorporar

ranscurridos 10 min. de reac-'-

vo ana11t1co , !
la cantidad delﬁNADH presente en 1a reacc16n, la. cual determ1no

el ajuste de sensibilidad del flurémetro.

N = 5.
(M + ES), N=4 (Tablas 1,2,3). En condlclo'
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101.6 + 1,4 (M - Los datos obtenidos

establecierc
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Eig. 8. Concentracién de o(-cetoglutarato vs. lectura
fluorométrica neta para una concentracién de
0.75/LM de NADH en el sistema de ensayo.

j’= Coeficiente de correlacién..
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3,9 Procedimiento ana11t1co para la determ1naC1on de
glutamato.‘,;y

Principio . .

Reactivos=:(!

1. Buffer tr1s acetato 100 mM pH 8. 4
2, Aden051na 5'—-d1fosfato (ADP) 10°mM pH 7.0
3. N1cot1nam1da adenina d1nuc1e6t1do (NAD) 100 mM '

4. Glutamato deshxdrogenasa (GLDH) 11bre de iones: NH4 "y -gluta
minasa. Stock orlg1nal (soluc1oﬁ en gl1cerol al 50%) di--
luido.con: buffer trls acetato mM:]

5. Solucidn. stock de & 1d0'
9.8 (Calblochem)"

") Adduifidés: x;pé reac

tivos usados eran

Metodologia

La curva eStandat:'°'” X
de cada uno de 165 §¥::
(20, 60, 100, 140;:150;
presentd niveles limxtc

men de reactivo ana11t1_ lternativa, --
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otra curva, estandar fue ensayada con’ fracc1ones (12/(1) de cada

una de 1as soluc1ones estandar puras (20 60, 100, 220,

140, 180,

Alicuofaé’de 10 fueron

valoradas.

ténea, los estan

cién consist

ADP 100 4M, tod

sensibilidad

onten1do en un volumen

omo despues de -

te.a 100 nmol) la lec

tura final (DO fectud de ‘ nCo porarﬂla enz1ma - -

concentra

ciones crecient tequiométrica
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en el sistema de ensayo. La cantidad de NADH producido, detec
tada como un aumento en fluorescencia, fue directamente propor-
cional a la cantidad de glutamato presente. Esta relacién fue
consistenté cuando el glutamato fue medido en niveles limites -

de 0.1 a 2.%/(M y de 0.2 a 6.0/aM por volumen de reactivo anali

tico (Fig. 9).

yo 1dént1co y en ocas1ones dlferentes d10 lecturas de fluorescen
cia similares cada vez.  La recuperac16n de cantidades conoci--
das de glutamato incorporado de plasma, ihclusive en presencia -

de otros sustratos, dié 101.3 + 2.9% (M + ES), N=3 (Tablas 1,2,3).

Los valores de glutamato (/4,M)» en plasma de nifios y adultos
normales mexicanos, en condiciones de ayuno durante toda la noche,
resultaron de 70.82 + 7.12 (M + ES), N=12 y de 76.37 + 6.11 - -

(M + ES), N=15, respectivamente.
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Fig. 9. Concentracidn de glutamato vs. lectura -
fluorométrica neta para una concentracidn
de 400/¢M de NAD en el sistema de ensayo.

J{= Coeficiente de correlacién.
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3.10. Procedimiento analitico para la determinacién de
glutamina. e

(1) Método de Patricia (100) -

~(2) Método- de Lowry, 0 assonneau, J.V. (99).

Principio:

")

Reactivos

1. Buffer acetato 500 mM pH 5.0

2. Glutaminasa, solucién en buffer acetato 50 mM pH 5.0
R e

3. Solucibén stock de glutamina 100 mM

4, Hidroxilamina 20 mM

5. Soluciones reactivas para la determiﬁacién enzimdtica de
glutamato (ver p.211) = ‘

(') De Sigma¢CH“:b

eran también de:

Metodologia.

La curva estandar fue experimentada»con‘é{i;pbtnsJ(so/ul)

de cada una de las ‘soluciones estandar_purq§{(200 ~3pg;;§bo,soo{

600, 700, 800, 900 y 1000 4M) de glutamina."‘Estéégfiaéciones .
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fueron sometldas a h1dr011515 en21mat1ca por glutamlnasa. La
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tnal Luaspues de hndrolxsls) y-el glutamato presente en los --

extractos neutros no ‘hidrolizados

Resultados y DiSCOsiénf >

El sistema de ensayo<se;tha“*’“ 011
glutamina a glutamato y amoniaco ﬁbf' AféttiVidaﬁfde la glutami
nasa, seguida por la medicidn del glufah$£¢“formado por reduc--
cién de NAD en presencia de GLDH. Elicambio en concentracion
de NAD , detectado como un incremento en fluorescencia, en pre-
sencia de GLDH y concentraciones crecientes-de glutamato proce-

di6 de forma cuantitativa reflejando la estequiometria de la --

hidrélisis enzimitica por glutaminasa. La cantidad de NAD --

reducido fue

#:Qﬁivalente a la cantidad de glutamina presente en

n1ve1es 11m1tes de 0 5 a 2. %/4M por volumen de reactxvo analzt1

co (Flg.

LhWk
ariabilidad ihtér-ensa-
'#de 6.1 --
hsayofuna misma

c351onesfd15t1ntas dib
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exactitud en las mediciones de casi el 100%. Los datos aluden
a la especificidad inherente del método enzimédtico via glutamina

sa y GLDH.

Los valores de glutamina E/‘M) en plasma de nifios y adul--
tos normales mexicanos, en condiciones de ayuno durante toda la
noche, resultaron de 493.18 ¢ 26.46 (M *+ ES) N=12 y de 476.76 +
18.58 (M ¢ ES), N=15, respectivamente.
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Fig. 10.-Concentracidn de glutamina vs. lectura.
: fluorométrica ‘neta para-una concentra- -
ciénfde‘400/LM de NAD en el sistema 'de ;.
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3.11. Proced1m1ento ana11t1co para la’ determ1nac1on de

aspartato.

Buffer xmldazol HCl 100 mM p}k

N1cot1nam1da adenlna d1nuc1eot1do red
buffer carbonato 100 mM pH 10. 6

Glutamato-oxalacetato transaminasa (GOT)'S {ﬁhlf--
diluido con buffer imidazol-HC1 20 mM pH '
Malato deshidrogenasa (MDH) suspens)én' ‘da’con
biffer imidazol-HC1 20 mM pH 7.0 o

Selucién stock de acido c(-cetoglu ir d@aup‘
pH 8.0 :

Solucidn stock de aspartato (ac1do
(Calblochem)

usados



2N

Metodologia

La curva estandar;fué éxpgfi er \,aiicubtasb(ZQ/4l)

de cada una de las soluciones esta

0.2 a 1.6 nmol de aspart

(1.0 m1).  Fraccione

En ééd§1§efi¢ defestiﬁaéiones,,se aha1izagbn en forma con
comitante,fid;'éstandares, muestras 'y biénéoéﬁ Lé'mezcla de -
reaccidén consistié en buffer imidazol-HC1 50 mM pH 7.0, NADH -
ZLQ/LM, o<(-cetoglutarato SQ/tM y MDH 0.35 U, todo esto conteni-
do en un volumen final de 1.0 ml. El fluordmetro se ajustd a
sensibilidad 3X. La lectura inicial fue hecha después de que
se adiciond, en forma adecuada, el problema. Se incorpord la
enzima GOT (ZQ/LI = 1,8 U) vy la lectura final (UFZ) fue leida -

a los 10 min de reaccién.

La solucidn stock de aspartato fue valorada en una me:zcla
analitica que consistid en buffer imidazol-HC1 50 mM pH 7.0, --
NADH lOQ}(M, o{-cetoglutarato ZOQ/(M, GOT 1.8 U y MDH 1.4 U, --
todo esto contenido en un volumen final de 1.0 ml, La lectura
inicial (DOI) se tomd antes de la adicién del aspartato (IQ}11=
100 nmol). La lectura final (D0,) se leyd a los 10 min de - -

reaccién,
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Resultados y Discusidn

El sistema de ensayo se fundamentdé en la conversidén de --

aspartato a_' tovpor GOT y 1la medicidn del oxalacetato -
formado por 1a ucciéﬁ acoplada de NADH en presencia de MDH.

Este mecan1smo de reacc1on acoplada procedid de forma cuantita--
tiva e";““@ amplltud;11m1te de 0.2 a I.G/LM por volumen de reac

tivo analii; /vgpntidad de NADH oxidado y medida por el --

decremento en- 1uorc5¢éhcia resulté equivalente a la cantidad de

aspartato present Fig 711) La sensibilidad del ensayo fue --

dada por la can dad del NADH (2. Q/LM) presente en la reacciodn,

la cual de;erm ustgﬁdefsens1b111dad del fluordmetro.

de 43. 63 + 1 21 (M + ES), N=4 y un C.V. de S5.5. % Una misma --

concentrac1on ‘de aspartato valorada en un sistema de ensayo - -
idéntico y en ocasiones diferentes did resultados reproducibles
cada vez (Tablas 1,2,3). La recuperaci6n de cantidades cong
cidas de aspartato adicionadas a plasma, inclusive en presencia
de otros sustratos, resultd cuantitativa 97.9 + 2.5% (M + ES),
N=3 (Tablas 1{2;3)f Los datos indican que no ocurrieron reac--

ciones inespecificas, =

a;partato Q/[M) en plasma d :nxﬂos y adul--

tos normales me<1c‘nos, en LOHdiCthGS de ayuno duranfe:toda la
noche, resultaron de 1/ 24 +1.95 M + ES), =12 y de 34 43 +
3.12 (M LS), N= 15, reqpectlvamente.rrr;',{
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Fig. 11. Concentracién de aspartato vs. lectura -
fluorométrica neta para una concentracién
de Z/UW de NADH en el sistema de ensayo.

N = Coeficiente de correlacidn.
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ESTUDIO DEL PERFIL METABOLICO DINAMICO DE UNA PACTENTE .
(SML) CON-AC DEBIDA A DEFICIENCIA
AR VATO, PROPIONIL-CoA Y =~ -
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1. CASO CLINICO

al dia. A los 4 meses se le diagnosticG retras

fundo con un desarrollo actual cbrfeébondiéﬁté a §§i§‘172 mgsé$;f 
de vida. A la edad de 1 afio 8 mesesrerJadMifidaTpéffﬁriﬁéfEAVez”
en la Clinica de Errores. Innatos del Metabolismo del Instiﬁuto Na
cional de Pediatria DIF. E1l examen fisico reveld talla por deba-
jo de la tercera percentila, microcefalia y retraso mental profun
do. Nistagmus con pobre respuesta pupilar y ceguera. Incoordina
cidn del mecanisme de deglucién y secreciones abundantes traqueo-
bronquiales continuas que requerian serlaspiradas, Tetraparesia

espistica, reflejos aumentados y pies_en equi al 0...-No presen-

»‘L'a ‘pa4‘__:. Lt

ciente se mostrd indiferente al .dolo

rosos o fuertes y no reconocia
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funcionamiento hepatico. Estudios en electrolitos séricos mostra

ron bicarbonato consistentenm

elevada (1,009 mM,_ N..1_4o-300 mM

gas liquida en mues

r1vat1zadas con N :0-l

reveld que 1d exc

latiles) era normal con excepc1
piruvato y cx-cetoglutarato en ori.

vados. El electroencefalograma mo

tica con descarga de compleJo di

que se agrupan en trcnes y

danmina, nltrazepab,  intensi

dad y frecuencxa de la
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- 2. MATERIAL Y METODOS

Todos los. estl caracter1zar el -

fenotipo bioqﬁim reéllzados en
la Clinica dé Error: ;};u;o“Nac1g
nal de Pediatria DIF. o pl
se obtuvieron de venodls
lectada cuando f1u1a 11b

se mantuvo permeable con

16gica conteniendo hepar (1 U/ml) Inmedlatamente!l mﬁeétra ;
se adiciond a un voiﬁﬁéﬁ igual

fria de HCIO4 ™, Despﬁes de mezclado se centrxfugo
min y 3,600 rpm. La fracc1on sobrenadante ‘se conserv6

hasta su utilizacion. ,Esta~fue neutralizada, pH_

o{-cetoglutarato, c1trato, glucosa, lactato, p1ruvato, alanlna,

4/5 h1drox1bqt1rato,_acetoacetato, glutamato, glutamlna y asparta

to.

La pac1ente recibib megad051s oral ‘de. tlamina (300 mg/d) -

admlnistrada como monofosfato de benzo11 tlam1na (Rousell) ‘a’una’

concentracxﬁn de 200 mg/ml. La biotxna (Norw ch). T

sis farmacologicas (10 mg/d) se empleda. una concentracxén de 5 -
mg/ml disuelta. en azﬁcar y agua-(1:1), -La mezcla de ac1dos aspér
tico y glutimico (Ajinomoto) fue administrada en una ﬁnlca dosis

diaria (50 mg por Kg de pesc corporal) espolvoreada sobre la comi
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da. La paciente recibia un aporté calbrico np;ma} de:l;SQO;Kcali

--(Carbohidratos) 50% : (Grasas) 35y ¢ (prace";ﬁ‘

tantes a la adm1nxstrac16n de biot1na (15 mg/d) y después de ayu-
no de 11 y 12 horas, respectlvamente. - La biotina se did por 20

dfas antes de la prueba y en el transcurso de &sta. La alanina

(sigma) fue disuelta al 10% en solucibn salina fisiolbgica y este
rilizada por filtracidn por membrana. La glucosa, tanto en for-
ma oral como I.V,, se did como solucidn al 50% en agua (Dextra--

bbott). En los tres estudios experimentales de cetosis a los --
que la paciente fue expuesta, la férmula cetogénica prescrita --
fue calculada en base a las tablas de equivalentes cal6ricos pro-
porcionadas por el Instituto Nacional de Nutricidon INN. En dos

de ellos, la dieta rica en grasas de 1,200 Kcal/d --(Grasas) 65%
(Carbohidratos) 20% : (Proteinas) 15%-- se suplementd con tri
glicéridos de cadena media (preparacidn comercial de Mead Johnson
para incrementar cl aporte caldrico por grasas. En ¢l otro estu
dio, la terapia cetogénica con una distribucién calérica total -
de 1,200 - 1,300 Kcal/d --(Grasas)65-80% : (Carbohidratos)!1s-

20% (Proteinas)]0-1S};jifu§ comp1ementada con aceite de coco --

que tiene una composicién;importunte de triglicéridos de cadena -



media (60%) y es de fﬁcil,adquisiéién en nuestrq medio. En todos
los casos 1a'terapia,égﬁfdietd cetonémica se inicid siguiendo a -
un ayuno mayor de 4S'ﬂ§ra$; cﬁando la paciente habia perdido el 8-
10% de su peso corporal y presentaba cuadro cetésico (cetonuria -
persistente). La f6rmula cetonémica fue administrada (via sonda
nasogéstrica) en forma gradual, en cuanto aporte ca1§rico provis-
to por grasas por dia, aplicdndose 1/3 de la dieta el primer dia,
2/3 el segundo dia y la dieta completa el tercer dia. La pac1en-
te tenia un control adecuado de sus crisis convuls1vas pues ‘reci-

bia tratamiento con antlconvu151vante.' Se observ6 cu1dadosamente

el manejo de las cond1c10ne ;c11n1cas de la pac1ente y 5, valora—

ron los efectos metabollcos y respuestas b1oqu1m1cas a las dletas

aplicadas.
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S SIO ~DE EXPERIMENTOS IN

3. RESULTADOS Y

de tiamina se Justxflca i [ o PDHC.

Es posible que a 1a _concentraci n'normal de t1am1na presente ‘en .-

los tejidos ocurra una' 1af1n1dad de la PDH‘m taute por

el pirofosfato de tlamlna (T P), a51, el sum1n15tro de d051s ele-

" vadas de tiamina proveera un: aumento en la saturacidén con TPP e’in

crementard de esta form 1 act1v1dad del compleJo PDHC Ademds

el TPP inhibe a la cin sa guladora que fosforila (inactiva) a -

la enzima PDHC. (16, 18

de 1a piruv

nas conComi
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La mezcla de aminoficidos se di6-en combinacibn con piridoxina -

(100 mg/d) paré,é{t‘

nsaminacidn.
El piruvato en sang

tiva, pero permanecid

190 /LM) a1a§ﬁbr;m

hizoreludiggﬁG

cual fue:
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tonil-CoA (/ﬁ-MCC) en 1i§fpcitos de sangre,periférica y.en fibro-

blastos en cultivo

ortiz, R. y Veldz
autores proponen (37
prominente que:gxhib

cidn importante del

cia en PC compromete

de metabolitos'ariiﬁ‘ ylclo de Krebs. La prescr1pc16n de do

m1nuc16n notorla.)

A:avestudios
Parn evi-

denciar un b]oquco en cl metubollsmo oxidatlvo del‘plruvato se --



NIVELES BASALES DE METABOLITOS EN SANGRE DE SML E/‘ M)

Mis Mis
Metabolito Sin biotinal Con biotina2 Reportados Referencias
o<-Cetoglutarato 4.95% 1.17 12.85 ¥ 0.86  8.49 % 0.53  (103)
Citrato 33.92% 3.73 76.88 1 11.64 68.0 "-88.0 (37,43,98)
Glucosa (') 3.95 1 0.4 4.6 * 0.12  4.16- 5.27  (98)
Lactato (') 3,73 % 0.16 2.07 % 0.20 0.55- 1.33  (43,61,155)
Piruvato 403.53°% 2713 162.44 * 33.05 81.0 - 85.0 (30,43,182)
Alanina 739.20 ¢ 156.33  370.81 ®* 40.68 140.0 -300.0  (4,155,233)
_/3 -Hidroxibut irato 320.08 * 95.53  274.78 * 33.87 58.0 -170.0 (98,237)
Acetoacetato 121.18 ¢ 27.54 69.60 ¥ 11.7  18.0 -78.0 (116,182)
Glutamato 159,03 * 35,0 144.18 * 30.06 91.0 * 20.0 (71)
Glutamina 665.89 ¥ 31.08  608.02 ¥ 57.98 150.0 - 900.0 (71,155)
Aspartato . 8.17 Y o0.86 15.49 % 1,48 16,9 + 3.5 (1)
L/P 9.38 ¢ 0.99 13.67 ¥ 2.33 10,0 - 15.0 (30,155)
Ala/Pir 1.86 ¥ 0.45 2.46 ¢ 0.47 1.0 - 2.0 (155)
_f3-HB/AcAc 2.56 ¥ 0.43 4,00 % 0.19 2.0 - 4.0 (155,182)

€€z

(wﬂmw3
(1) N=3, valores basales después de ayuno de 12 y 17 hrs.

(2) N=3, después de ayuno de 11 y 12 hrs.
Tabla 8
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di6é una carga oral de glucosa (9.7 mmpl/kg de peso corporal). La

6 y luego se

cosa es consistente con la in egrldad de la v1a gl
aumento de piruvato y lactato evidencian un bloq’
zi6n del piruvato; normalmente la concentrac1oh de
ta cuando se da una carga de glucosa. ; increm
JA?-hidroxibutirato indica una activaciénréﬁggéﬂéi

de acetil-CoA al ciclo Jﬁ-hidroxizje -metilglﬁtarx

tiene come regulador de la distribucidn fracc1ona1 delyacet11 CoA

intracelular entre el ciclo de Krebs y el c1c10;/6fh1drox1-4/?-mg
tilglutaril-CoA. ’ »

3.4 Estudio de infusidn I.V. de alanina

La 1nfu510n I V de alanlna (ra mmol/kg de peso corporal)
permitid estudiar la integrldad de la V1a gluconeogenlca (Fxg 12).
La alanina (433, 3—*1 147, 06 (N)’SO 411/uhﬂ se elev6 transito--
riamente y luego dlsminuyé Gmsta 510"46‘/4M) de ‘modo gradual du--

rante la prucba, Se: obser eﬁa respuesta hiperglicémica

(4.11—+ 6.34 mM) La conccntrac16 ~basal anormal de lactato --

(3.55=+>5.72 mM) y de p1ruvato (399 06-'598 9//1M) aumentaron en
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Fig. 12. Respuesta metabdlica a carga "I.’V‘.r"’j(do alanina
despuéside un ayuno . de 17 hrs. = .
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forma paralela y proporc1ona1 : El,//3-hidrpxibptiréto‘15A${87 -~

variable interindividualmente.: Se ha bse v

hiperglicémica a la infusibn de alanlna varia amp11amente tanto -

en nifios normales como en desnutrldos .
mento en la produccifn de glucosa;. en-su-utilizacidn

o bien ambos efectos (84). ,Laf&ariébilidédfen”1a producci6n y

concentracién de glucosa restringen a la administracién de alani-

na como una prueba {til de gluconeogéhcsiéy(sd, 84a). En nues--
tro estudio, la pobre respuesta hipergli@émicé y los niveles au--
mentados de lactato y piruvato son consistentes con un defecto en
la via gluconeogénica, pero no son conCiuyentes. La cetonemia --
persistente sugiere la act1vac1on de la via /8 h1drox1./5 -metil-

glutaril-CoA (hacia sintes1s de cuerpos cetonlcos) resultado de -

la anaplerosis deficiente por~PC al 'odey 1ncorporarse suf1C1eQ

te acetil-CoA al ciclo deiidsfﬁc ric rboxilicos., Los cocien
tes normales L/P y ,6 HB/AcAc sugleren la: ausencxa de daﬁo en la
lanzadera redox entre 1os compartim entos c1toplasm§t1co y mitocon

drial.
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3.5 Estudio de infusién I.V. de glueosa concomitante a la
administracidn de biotina. :
Los experimentos’in vivo dé cargas de glucosa y de alanina
se repitieron en otrb‘periQdd'én'qucllélpaciente (edad de 2 aitos

5 meses) recibia tratamiento con dosis farmacolégicas de biotina

(15 mg/d). La infuéiénkj;VA de‘§1dc6sa (9.7 mmol/kg de peso cor-
poral) se aplicéd siguiehdo é un ayuno de 12 horas (Fig. 13). Se
observd una depuracidn normal de glucosa (4.36-—24.88 mM) con un
incremento notorio y luego un descenso (hasta 6.2 mM) gradual.

Las concentraciones basales de lactato (1.77—+3.8 mM), de piruva
to (104.01-—‘419.16/“ M) y de alanina (321.38-—o746.68‘/4M) que -
se encontraban dentro de los limites normales se elevaron en for-
ma marcada después de la carga, su ascenso fue gradual mantenién-
dose en limites altos en el curso de la prueba. Las concentracig
nes basales normales de‘/B-hidroxibutirato (213.53-—-610.63’/(M)
y de acetoacetato (98.22——-315.36‘/2M) aumentaron en form&'moderg
da. Los cuerpos ceténicos (/3-HB: 289.93 y AcAc: 163.72/4M) se
mantuvieron por arriba de los valores basales en el transcurso de
la prueba. El cociente L/P (17.02 —7.4) descendib y luego perma
necid normal y constante. La relacidn JGHB/AcAc (1.77-2.17) fue
invariable. Los niveles basales normales de lactato, piruvato y
alanina reflejan el efecto benéfico de la terapia con biotina.
Sin embargo, es posible que haya ocurrido una normalizacidn par--
cial del bloqueoc metabGlico ya que las concentraciones excesivas
de lactato, piruvato y alanina siguiendo a la sobrecarga con glu-
cosa confirman una limitacidén de flujo. La sintesis parad6jica -

aumentada de cuerpos ceténicos, cetonemia persistente, sugiere la
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Fig. 13. Respuestd metabdlica a carga i V. de glucosa
después de un ayuno de 12-hrs.:"
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i

movilizacibn sustanCinl de.

cetll “CoA". al ciclo J@ h1drox1 d/?-me-

tilglutafii CoA

Estos

fus16n I.V.. de alanlna concomlta
erapla con-biotina. B

La: adm1n1strac16n I V de alanina (1.1 mmol/Kg de peso --

corporal) concomlténte a 1a aplicacién de terapia con biotina (15
mg/d) siguid a un ayuno de 11 horas (Fig 14). Se produjo una de-
puracidn normal de alanina, la concentracién basal de alanina - -
(339.57-'746.58/u M) ascendid notoriamente y luego se redujo - -
(hasta 388.52/@ M) de manera gradual. El nivel basal normal de -
piruvato (218.42-—»332.18/a M) se elevd ligeramente y.luego descen
did (231.8/;¢M) hasta cifras normales. E1l lactato (2.01-—+2.8 mM)
ascendié de forma minima y se mantuvo por arriba dei nivel nor--
mal. No ocurrid respuesta hlpergllcémlca (4 75—4.83 mM).  E1 -

_/8 hxdroxxbut1rato (780 3 7'Xpe 1mento un_aumento

notorio sin que ocurrxera descenso en-el-curso de la prueba - -
(512.92- 680/{M)'

moderadamente y desce

M)\uumenté -
or arriba de

los limites normaij uéljxmje-HB/Auk

(3.02-4.99) eran persistentemente normales. La ausencia de res--
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Fig. 14, Respuesta. metabdlica a carga ’I/.V'.:;ide‘_jajlanina
después de un ayuno de 11 hrs.- -
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puesta hiperglicémica parece paradéjica con respecto a la que se

observ6 en la prueba de alanina no suplementada con biotina. Es

posible que en estos resultados influya el hecho de que 1la nifia -
se expuso a un ayuno menor (de 11 horas) que cuando no se did bio
tina (ayuno de 17 horas) ya que se ha documentado que en SML el -
ayuno prolongado (24 horas) parece aminorar el bloqueo metabblico
Los valores basales normales de alanina, piruvato y lactato son -
consistentes con la correccién de las anomalias metabdlicas provo
cada por la administracién de biotina. La ligera elevacién de --
lactato y piruvato después de la carga aluden a una pequeiia acti-
vacidon de la via bloqueada, posiblemente como resultado de la te-
rapia con biotina. Sin embargo, la hipercetonemia moderada per--
sistente confirma la posible saturacifn de esta via (PC) al aumen
tar el flujo de sustratos. Los cocientes L/P y JB-HB/AcAc refle-

jan un estado oxidorreductor normal.

3.7 Respuesta bioquimica a ayuno de 24 horas,

Para evaluar aspectos.de la importancia crucial del piruva
to en el metabolismo intermediario, se estudil la respuesta bio--
quimica de la paciente (edad 2 afios 5 meses) expuesta a un ayuno
de 24 horas (Fig. 15). Se intent6§ evidenciar la respuesta hipo--
glicémica severa que se asocia con un bloqﬁeo en la via gluconeo-
génica. En contradiccidén con lo esperado, la paciente permanecié
normoglicémica (glucosa: 3.96-5.0 mM) durante todo el ayuno. Las
concentraciones de lactato (4.05—»1.85 mM), piruvato (358.9 —
171.61/1 M) y alanina (948.1!-——9355.56/{ M) descendieron en forma

significativa a 1imites normales (lactato y alanina) o ligeramen-
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Fig. 15. Respuesta metabdlica. a (a)'u‘n"o de 24 hrs.
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cual incrementd 0 y a CoA; :modulador. alos

eh Ia activi

dad de’iéie ;\ yloques jmetabol1co

provocadé 0. ‘ a ' f f:"“"' Los cocientes --

en la lanzadera redox entre los compart1m1entos citoplasmiatico y

mltocondrial.

3.8 Estud1os experlmentales de-cetosis (prescr1pc1on de -
d1etns cetonémlcas) ;

Para establecer si ef‘éyﬁﬁbr

TN
metabdlica ~fundamenta1mente en 1

piruvato y alanina- que se’obsc:vq"cn la 11a--fue- some-



tocondria don

cadenas largas reqdieren' n ]

ta forma lxbremente permeable
su transporte a la mitocon fic ZSJheses, la terapia
cetonémica fue administrad por:un periodofde,s semanas) estando

la paciente hospitalizada: iétaS—éiberimentales la fér

mula cetogénica proveia 1, » 200 Kc 1/d (grasas)GS% 5 (Cérbohidra

tos)20% : (Prote1nas)15%-- _se apllcaron concomltantes con tera
pia de anticonvulsivante.w En el ayuno, la glucosa resulto normal
(4.71-5.0 mM); el lactato (3.1-3.6 mM) y el plruvato (231 8 305.4
4 M) permanecieron arriba de los limites normales. La con;entrg
cién de alanina (388.52-500.45//(M) gra moderadaménte elevada. -
El_A-hidroxibutirato (115.12-4 297.02 4 M) y el acetoacetato --

(49.11—117, 84/4M) se 1ncrementaron en forma moderada. La normo

glicemia sugiere una actlvzdld re51dual 1mportante de la PC como

soporte gluconeogenlcq. Sin ‘embargo, el aumento moderado de la -
poza de acetil-CoA, ﬁé& : :
cid parcialmente ia activ

‘E:iprobable

un descenso critico de 1 ato, piruvato4y alanin

que la normqgiic'm fre'leje lu accesibilldad zelatlva de. _precur-
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sores alternos (aspartato, glutamato y glutamina) para la sinte--
sis de oxalacetato. Durante la aplicacifn de la dieta cetonfmica
se observdé normoglicemia (gluéosa: 4,3-6.4 mM). Los niveles san-
guineos de lactato'(3.6-—2.34 mM), piruvato (305.4 _4164.9/“ M)

y alanina (500;454—’209.45//(M) experimentaron una reduccidn sig~.
nificativa sin alcén:ar los limites normales (ej. piruvato y lac-
tato). E1l JthidrOxibutirato se elevd sustancialmente (297.02 —»
1,145.34/a M) y el acetoacetato (117.1-—»287.16/4 M) en menor ni-
vel. Los cocientes L/P y /6-HB/AcAc (11.8-14.1 y 2.54-4.0, res--
pectivamente) fueron casi invariables. No se registré acidosis -
bioquimica ni clinica y ocurrié un control adecuado de las crisis
convulsivas durante el ayuno y en la aplicacién de la dieta. La

terapia cetonémica indujo una normalizacién bioquimica importante
al reducir notoriamente los niveles de lactato, piruvato y alani-
na. Estos hallazgos reflejan la activacidn de 1a PC resultante -
de la poza incrementada de acetil-CoA, medida por la cetonemia --

persistente.

En otro periodo (edad de 3 afios 10 meses) la férmula ceto-
génica prescrita (aplicada por 7 semanas) fue suplementada con --
aceite de coco en lugar de emplear triglicéridos de cadena media.
La paciente experimenté cuadro cetbésico después de un ayuno de 69
horas. En esta ocasibn se administraron gradualmente, incremen- -
tando el aporte de grasas y reduciendo ¢l suministro calbrico por
carbohidratos, tres f6rmulas cetogénicas: a) Dieta I con 1.200
Kcal/d --(Grasas)65% : (Carbohidratos)20% : Protefnas)i5%--; b)
Dieta II con 1,200 Kcal/d --(Grasas)70% : (Carbohidratos)18%
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(Prote1nas)12%--, y c) D1eta III con J 300 Kcal/d --(Grasas)BO% :

~na (366. 14—,15\ |
males. E1 //3 hldr'x

forma importante. Los coc1entes L/P (13 14 11 26, (N)8 20) v‘/g

HB/AcAc (5.7-5.31; (N)2-4) casi no cambiaron encontrindose en 11-
mites normales. El mantenimiento de la glicemia normal y la mejo
ria bidquimica -reduccidon de lactato, piruvato y alanina hasta 11
mites normales- inducidos por el ayuno evidenciaron una actividad
gluconeogénica restablecida. Esta fue estimulada posiblemente --
por la poza intracelular incrementada de acetil CoA resultante de
la movilizaci6én acelerada de grasas, med1da por 1a cetonemia sus-

tancial y constante. Las respuestas metabéllcas a la terapia ce-

tonémica resultaron en normoglxcem .(glucosa: 3.6-7.8 mM), el --
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Fig. 17. Respuesta metabéliun a’la admmistracmn grndual de la --

terapia cetogénica prescrlta e inlciuda despues de un - -
ayuno de 69 hrs. ,
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lactato (0.5- ..65 mM) ¥ el p1ruvato_(63 29~ 1SS//¢M) permanecieron

d15m1nuc16n:de 1aS anormalldades metabéllcas y clinicas en pacien
tes con oxxdacxon def1c1ente del piruvato (18, 19, 30, 37, 43).

La .férmula cetonémica. provista por Gcidos grasos -donde mids del

45% de las calorias totales son administradas por triglicéridos

de cadena media-o por cuerpos ceténicos aporta precursores metabd-
licos alternos pa;a la sintesis intracelular de acetil-CoA dismi-
nuyendo tedSricamente las demandas metabdlicas de la via defectiva
La dieta elevada en grasas cambia el potencial oxidoerreductor in-
tramitocondrial a un estado mas reducido produciendo una inhibi--
cién de la actividad del complejo PDHC y una activacidn sustancial
de la carboxilasa del piruvato, PC, al aumentar 1a poza intracelu

lar de acetil-CoA (30, 43, 68, 139, 188, 215). E1 acetil-CoA es

el efector positivo critico de la PC (24, 158, 218, 236).

En los tros le: ce ;umulac16n del acetil-

CoA se m1d16 indirectamente: cuantiflcando los cuerpos cet6n1cos -
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(4/3 h1drox1but1rato y acetoacetato) en sangre o plasma y obser--

constante'

vandose una cetonur1 L: med1c1on poster1or de la PC

en linfocitos;d

vidad de 1a.én¢i‘

zacién de los nivele

Tanto‘laitequ;

glicéridos dé caden
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sis lactica-pirfivica y por un-.control satisfactorio.de las cri--

sis convulsivas,

xperimentd ‘convulsiones ain-cuando

se suspendit.la
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Cada una de las técnicas microfluorométricas enzimiticas -
montadas para la medicidén de los metabolitos estudiados -glucosa,
piruvato, lactato, alanina,‘/Q-hidroxibutirato, acetoacetato, cji
trato, «<-cetoglutarato, glutamato, glutamina y aspartato- fueron
estandarizadas en forma 6ptima evaluando satisfactoriamente los -
ﬁarémetros de exactitud, precisién, reproducibilidad, sensibili--

dad y especificidad del ensayo enzimadtico respectivo.

Los sistemas enzimiticos utilizados se acoplan a la oxido-
reduccibn de los nuclebtidos de piridina (NADH, NADPH, NAD®, NADP®)
proceden como reacciones bioquimicas estequiométricas. La canti-
dad de nucledtido oxidado o reducido, medida por el decremento o
incremento en la fluorescencia nativa respectivamente, resultd di
rectamente proporcional a 1a cantidad de sustrato (metabolito) --
oxidado o reducido selectiva y especificamente en el sistema de -
reaccidén. La linearidad de las curvas estandar trazadas permitid
leer con elevada confiabilidad las muestras biolbgicas, sangre o
plasma, procesadas como extractos neutros. La recuperacién cuan-
titativa de cada sustrato particular aln en presencia de varios -
sustratos interferentes en el sistema de ensayo permiti6 el moni-
toreo de estas técnicas sin recurrir a procedimientos previos de
purificaci6én de las muestras bioldgicas. La especificidad inhe--
rente de las reacciones enzimiticas ensayadas inhibe cualquier --

reaccidn interferente.

Por ser técnicas de elevada sensibilidad constituyen un mé

todo valioso para el andlisis cuantitativo de metabolitos presen-
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tes en concentrac1on normal o'en nxveles patolog1cos.' En una am-

plitud con51derable d

ensayo-y em- -

s ‘muestras -

cisibn, exacti-

lo mis

mo se hlzo con:una poblacidnadul cuyas edades fluctuaban entre

19 y 45 afios, ambas’pob'4c1 metabollcamente sanas. El -

estandar de valores normales obten1do para la poblacifn mexicana

servird para estudlar 1as desvlac;pnes patolbégicas en pacientes -

con errores innatos del metabolismo, asi como para el descubrimien

to de algunos de ellos sqﬁ ﬁéide valores bioquimico-clinicos

s¢ establecid m1d1endo los efdﬁolifdérélaié'dé las vias glucoli-

tica y gluconeoggnl 0sa; vato y lactato); los aminodci
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asi como ‘especular

Estos enfoque

esta tesis.

deficiencia ml

tonil CoA y:piy vibﬁb-

tina como cofactor :(Gc N Veldzquez A.;

la poza de acét11 CQA~a1;cic1Q jﬁwh;drox smetilpglutaril=CoA -
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(hacia sintesis de cuerpos:ceténicos).  Esta respuesta sugiere po

siblemente la im lasa tiene como

CoA .intracelu-

lar entre e uncién - -

anaplerdtic

puede no aumenta

ésto sc debe

La tefaﬁih’édnfbiétinéEcaéi*ndfhaliié los niveles de piru-
vato y lactato en sangre. Sin embargo, en las pruebas de sobre--
carga de glucosa o alanina aplicadas en forma simultdnea con bio-
tina ocurrid una limitacidn del flujo de estos metabolitos no su-
perando el bloqueo gluconeogénico. Es posible que la terapia con
biotina estimule la actividad de l1a piruvato carboxilasa residual
estableciendo un flujo suficiente de glucosa y alanina en las con

centraciones fisiolégicas de 1a paciente.

‘horas ‘1a paciente observé nor-,

En respuesta al ayuno de 2.
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moglicemia y niveles normales de lactato, piruvato y alanina. Es

tos resultados coneogénica sustancial

desde piruvét

cos cubran lo

la utilizaci

vato carboxiléé@j,idiéhaifderiva.dcii

los 4cidos grasos aumenta la activida

La regulacién de las'dietgsxcetogénlca

con triglicéridos de cadena media o b n-con-aceit 0Co-- Yy

la cetonemia inducida por éstas, ejercierol fecto metab6lico

favorable y de valor terapéutico anticon¥ﬁ1$1fante:' Es claro que
el cerebro utiliza efectivamente los cuerposyceténicos cuando su

concentracidén en sangre se eleva a 1-2 mM (42, 154), La oxidacidn
de los cuerpos cetdnicos en el cerebro provee una fuente alterna-
tiva de acetil-CoA a la via obligatoria de oxidacidn de piruvato

en la célula nerviosa. La acumulacién excesiva de acetil-CoA - -
reactiva a la piruvato carboxilasa mutante. Esta soportari una -
actividad gluconeogénica sustancial a partir dgl piruvato y de --

otros precursores alternos (glutamina, glutamato'y aspartato).

Es posible que ocurra una minima restauracién del

energético cerebral como consecuencia del aumento del flujo de me

= . \




258

tabolitos a través del ciclo de Krebs al restablecerse parcialmen

En virtud

con meéaad
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