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ABREVIATURAS

ACAT Acil~CoA colesterol acil transferasa

Ala Alanina

ATF Adenosin S*-trifosfato

Asp Acido aspartico

Coh Coenzima A

DOFA Dihidroxi-fenilalanina

d.p.m. Desintegraciocnes por minuto

DTT Ditiotreitol

EDTA Etilen—diamino~tetraacetico

FFF . Farnesil pirofosfato

GARA fcido 4-aminocbutirico

Gln Glutamina

Glu Glutdamico

Gly Glicina

G&F Glucosa & Fosfato

G&6FDH " " " deshidrogenasa

HDL Lipoproteinas de alta densidad

Hig Histidina

HME-CoAA 3-hidroxi-3-metil-glutaril

IDL Lipoproteinas de densidad intermedia

Ileu Iscleucina

Ip—-PF Isopentenil pirofosfato

Ko Constante de Michaelis-Menten

LCAT Lecitin colesterol acil transferasa

LDL Lipoproteinas de baja densidad

Leu Leucina

Met Metionina

MFE -metil fernilalanina

MVE& Acido mevaldnico

NAD Micotin adenin dinucledtido oxidado

NADH » " " reducido

NADF Fosfato de nicotinamida adenin dinucleotido
axidado

NADFH Fosfato de nicotinamida adenin dinucleotido
reducido

F—-CPE F-cloro fenilalanina

FHMVA Acido fosfomevalonico

FOFOF 2,2 —p—~Ffenilen-bis~(S—fenilaxazol)

FFPMVA Aoido pirofosfomevaldnico

FFO 2,5-difeniloxazol

& Guilomicrones

e Fevoluciones por minuto

S.E.M. Error extandar de la media

Ser Serina

Thir Treonina

Tir Titrosina

Val Valina

VL.DL Lipoproteinas de muy baja densidad
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La incapacidad de convertir la fenilalanina en
tirosina, por un deficit o ausencia del sistema enzimdatico
responsable de esta transformacidn, da lugar a ura
alteracidn patoldgica conocida como Fenilcetonuria.

Esta enfermedad se caracteriza por una elevacidn de
los niveles de fenilalanina en plasma y en general en
todos los tejidos. A causa del blogqueo enzimdtico y de la
elevacidn de los niveles de fenilalanina, se produce una
desviacidn del metabolismo normal hacia ot as vias
alternativas secundarias, con la aparicidn en plasma de
corncentraciones superiores a las normales de diversaos
metabol itos de la fenilalanina vy que junto con 1la
fenilalanina son los causantes de las diferentes anomalias
patolégicas que acampafan a la enfermedad, en la cual el
retraso mental profundo, presente en la mayoria de las
pacientes, es su manifestacidn clinica m&s grave.

La acumulacidn de la fenilalanina y sus metabolitos
en los tejidos del organismo da lugar a que laos sistemas
enzimidticos intracelulares tengan que ajustar su funcidn a
la nueva situacidén establecida.” De acuerdo con esto, se
ha obeervado que numerosas reacciones enzima&ticas
importantes se inhiben en presencia de elevadas
concentraciones de fenilalanina o de sus metabol itos.

Sin que exista un paralelismo entre esta elevacidn
de los niveles de fenilalanina y sus metabolitos vy el

coeficiente de ‘inteligencia - de los pacientes
fenilcetonuricos, esta perfectamente compraobado que 1a
prevencidén de la hiperfenilalaninemia se traduce en un

satisfactorio desarrollo mental.

Se han propuesto varias hipdtesis para explicar la
causa de este retraso mental como puede ser un deficit en
la mielinizacidn y una disminucidn en la concentracidn de
serotonina en sangre. En el mismo sentido, se ha sugerido
que la causa que mads satisfactoriamente podria justificar
la hipomielinizacidn asociada & la hiperfenilalaninemia

serlia la reduccidn de la sintesis del colesterol. va que
la modificacidan en la composicidn de las memnbiranas
cerebrales se considera una causa suficiente para el

desarrcllo de determinados desdrdenes que pueden dar lugar
& un proceso patoldgico.
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Es en el comienzo de la vida cuando el colesterol
parece desarrollar un papel principal en el procesc de
mielinizacidn. Todos los datos referentes a la estructura
de la mielina coinciden en demostrar que la fraccidn
lipidica de la mielina contiene colesterocl, fosfolipidos vy
galactol ipidos en una relacidn aproximada de 4:3:2. E1
colesterol es pues, el componente lipidico mayoritario,
constituyendo aproximadamente el 204 de los lipidos del
cerebro. :

Se sabe que en el hombre, la mielinizacidén se inicia
hacia los cuatro meses de gestacidn y se completa a los
dos &afios de vida aproximadamente , aunque actualmente se
tienen evidencias de que es un proceso que de alguna forma
continua durante toda 1la vida, aunque de forma casi

imperceptible. De lo expuesto anteriormente se deduce la
gran importancia de las lesiones cerebrales que se
producen en los primeros meses de vida vya que la

vulnerabilidad cerebral decrece a medida que aumenta el
grado de mielinizacidn.

A pesar de su importancia son relativamente escasos
los conocimientos sobre los procesos bioguimicos que
caracterizan una perfecta mielinizacidn. Fara que ésta se
realice de manera dptima es necesaria la presencia de
varias hormonas y un adecuado estado nutricional durante

el desarrollc vy crecimiento. Durante este tiempo la
estructura y funcidn del sistema nerviosc sufren cambios
profundos. En este <=sentido creemos de sumo interés

acometer el estudio de las posibles wvariaciones en la
biosintesis del principal componente lipidico de 1la
mielina narmal , el colesterol, en circunstancias

experimentales semejantes a las  que se producen en la
fenilcetonuwia clasica.

En la biocsintesics del colesterol, se distinguen dos
grandes etapas:

La primera, comprende la transformacidn de acetato
en mevalonato, bien controlada a nivel de la enzima
S—-hidroxi-3metilglutaril—-CoA reductacsa.

La segunda consiste en el paso de mevaloniato hasta
colesterocl, via isopentenil pirofosfato. Existen datos
suficientes para pensar en un mecanismo de regulacidn
secundario a nivel de la conversidn del mevaldnico en
isopentenil pilrofostato.

12



Dada 1la gran similitud enzimatica entre aves y
mamiferos, con solo ligeras variaciones en la regulacidn
hormonal, v a las especiales caracteristicas que el
procesc de mielinizacidn presenta en el pollo, se ha
elegido & este como animal de experimentacidn.

El empleoc de animales de experimentacidén como modelo

de alteraciones congénitas del metabolismo nos
plroporcionara una informacidn basica sabt-e el
funcionamiento del higado v del cerebro vy las

interrelaciones existentes entre ambos d-ganos, agil  caomo
algunos aspectos del mecanismo de induccidn del dafio
cerebral asociado a estas enfermedades.

La evaluacidn del modelo experimental de esta
aminoacidopatia se llevd a cabo mediante la determinacidn
de la relacidn Fen/Tir en Flasma de animales a los que se
les suministraba «<L—metil—-fenilalanina, wun inhibidor de la
enzima que cataliza la transformacidn de fenilalanina en
tirosing, junto con una concentracidn elevada de
fenilalanina en la dieta sdlida o bien en el agua de
bebida.

Una vez establecidas las consecuencias bioquimicas
primarias de la enfermedad pasamos a determinar como éstas
concentraciones elevadas de fenilalanina y sue metabolitos
podrian influir en las principales enzimas reguladoras del
metaboliemo del colestercl en higado y cerebro a la largo
del desarrollo de esta enfermedad.

Con todo ello se pretende conseguir no solo un mejor
conocimiento de los aspectos patoldgicos de la
fenilcetonuwia, sino profundizar en la elucidacidn de  los
complicados mecanismos moleculares responsables de 1la
hipomielinizacidn que acompaiia a esta enfermedad.
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L.a l—-fenilalanina, aminoacido esencial en el
metabolismo humano, se utiliza durante el crecimiento en
un S04 de su ingesta para la sintesis proteica; el resto
es metabolizado o permanece como aminodcido libre en 1la
sangre y otros tejidos.

La cantidad empleada en dicha sintesis se modifica
fundamentalmente con la edad, siendo minima cuando el
organismo alcanza su completoc desarrollo.

i1.A.1. Sistema hidroxilante de la fenilalanina.

La principal via de degradacidn de la fenilalanina
es su hidroxilacidn en el carbono 4 para convertirse en
tirosina. Esta via metabd&lica sugerida por Neubauer ya en
1909 quedd demostrada mediante el uso de la fenilalanina
deuterada en el afio 1940 (1). La irreversibilidad de 1la
reaccidn se comprobd en 19254 (2).

La reaccidn tiene lugar en el higado por accidn de
una enzima especifica: la fenilalanina hidroxilasa
l-fenilalanina tetrahidropteridinasoxigenc oxirreductasa
(4-hidroxilante) EC-1.14,.3.1.).

Udenfried y Cooper (3) demastraron la presencia de
actividad fenilalanina hidrodxilasa en higado de varias
especies de mamiferos, asi como la ausencia en otros
tejidos de los mismos. Asi miemo demostraron tambien que
la reaccidn requiere oxigeno molecular y NADH.

Kaufman definid el procesc de hidrosilacidn (4) vy

comptrobd que era necesaria comc cofactor de la reaccidén
una pteridina oxidada derivada de la tetrahidropteridina
{3y la 7,8-dihidrobiopterina (Hy -Riopterina) (&). Este
cofactor no es activo hasta que ce reduce a su forma
tetrahidrogenada (Hy —-Riopterina), siendo necesaria patra
ecsta reducidn la participacidn de la dihidrofolato
reductasa (&) (Fig. .
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En los extractos crudos de higado y presumiblemente
en la celula hepatica, el cofactor existe en una forma gue
es activa en el sistema hidroxilante sin la dihidrofolato
reductasa (7). Esta dihidrofolato reductasa puede tener
una funcidn en la biosintesis de la biopterina (7).

La bigpterina es sintetizada a partir de guanosina
trifosfato (GTF) en una secuencia de etdpas enzimdticas
(8,9) en las que es requerida la presencia de la
dihidrobiopterina sintetasa.

La biopterina es el cofactor obligatorio en la
hidroxilacidén de los amincdcidos aromidticos fenilalanina,
tirosina vy triptdfanc (7,10,11). Este cofactor es un
donador de electrones en el sistema, y si bien un ndmero
de pteridinae sintéticas reducidas pueden cumplir la misma
funcidn, la tetrahidrobiopteridina posee la Km adecuada vy
estd pensada para ser el cofactor natural (7).

Los pacientes fenilcetondricos tienen mé&s altos
niveles en plasma de biopterina que las personas normales.
Una sobrecarga oral de fenilalanina administrada a sujetos
normales conduce & un incremento de 4 & S veces en
compuestos relacionados con la biopterina. Sin embargo,
los pacientes con deficiencia en biopterina ( hiper
fenilalaninemia tipo V ) no responden con una elevacidn de
biopterina en suerac a una sobtrrecarga similar de
fenilalanina (12).

LaDu v Zanmnoni {13,14) desarvrollaron un método de
ensayc directo de la reaccidn, v comprobaron que
suministrando pteridina reducida en cantidades dptimas se
evitaba la necesidad del csistema reductor de la misma.

For otra parte, las constantes de Michaelis para el
sustrato y @l cofactor de la reaccidn parecen ser
interdependientes de sus concentraciones, indicando asi la
existencia de un mecanismo multisustrato-multiproducto del
tipo descrito por Cleland (19 vy deduciéndose que se
produciria una secuencia de conversidn con mecanismo
"ping—-pong".

1.A.2. Fropiedades de la fenilalanina hidroxilasa.
La fenilalanina hidroxilasa ha sido purificada a

partir de higado de rata (16,17, mona (18) vy hombre
(17,20,21). La fenilalanina hidroxilacsa de higado de rata
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tiene un FPM de 110,000(22). Fisher y col, (23) confirmaron
estos resultados trabajando con enzima purificada de
higado de rata. Desde entonces numerosos investigadores y
por distintos métodos han confirmado este dato vy aportado
que en higado humdno el FM es 100,000 (23,24,25,26). For
otro lado la enzima consiste en un dimero compuesto por
dos subunidades diferentes de FM 50,000,

Kaufman y Fisher en 19270 pusieron de manifiesto las
formas de mondmero, dimerc vy tetrdmero (16). La forma
tetramera de la hidroxilasa estad fosforilada y se propuso
que la conformacidn de forma tetrdmera de la enzima est&
determinada por el estado de fosforilacidn (27).

Se ha comptobado que la actividad hidroxilasa de la
forma totalmente fosforilada de la enzima se incrementa
tres veces cuando es medida con el cofactor natuwral,
tetrahidraobiopterina (27). Como en el casc de otras
enzimas poliméricas, se puede predecir que la formacidn
del tetramero totalmente fosforilado tiene un efecto de
cooperacidn en la actividad catalitica de la enzima.

La fenilalanina hidroxilasa es ademas una
metaloproteina que contiene alrededor de una molécula de
hierro por mondmero 23) Yy que ees esencial para la
actividad hidroxilasa. Eliminando el hierro, resulta una
perdida de actividad enzimdtica, que puede set

restablecida por adicidn de cloruwro ferroso. El hierro
ferrico puede participar en la transferencia de electrdnes
desde la tetrahidropterina hasta el oxigeno (23).

Farker v col. (28) han resefiado trés isoenzimas de
fenilalanina hidrodilasa de higado humdno. Esto sugiere
l1a posibilidad de una amplia variacidn en la herencia de
loe isocenzimas, que puede explicar la heterogeneidad
clinica v bioguimica en la deficiencia de fenilalanina
hidroxilasa. Sin embargo, en estudicos de variantes
alé&licos de la fosfoglucomutasa se ha observado que las
isoenz imas son codificados por el mismo alelo simple(29).
Woof no pude demostrar isoenzimas de fenilalanina
hidrosilasa humana.

Er higado de rata, RBarranger 'y col. en 1972
sugirieron la existencia de tres isoenzimas,para las qgue
los wvalares de la constante de Michaelis v del pH dptimo
son idéEnticos (30),

17



1.A.4. Regulacidén de la actividad fenilalnina
hidroxil asa.

La fenilalanina es un aminodcido esencial para la
sintesis de proteinas en las células de mamiferos(31). E1
transporte a nivel de membrana de los aminodcidos y la
sintesis de proteinas requieren un minimo y un maximo
critico de concentracidn de fenilalanina y tirosina en
tejidos vy cerebro (32). La fenilalanina hidroxilasa de
higado regula los niveles de fenilalanina y tirosina.

La disminucidn de las concentraciones por debajo de
los wvalores limites y el consiguiente efecto desvastador
en el desarrollo de cerebro estan bien documentados en 1la
fenilcetondria clasica (tipo I ) en la cual, por mutacidén
la fenilalanina hidroxilasa no es funcional. La situacidn
inversa, la hipofenilalaninémia puede asi mismo acarrear

un dafio cerebral como el que se observa en nifos

fenilcetonudricos sometidos a una dieta estricta carente de
fenilalanina (33, 34).

Las células del higado poseen diversos mecanismos de
mantenimiento de los nivéles de fenilalanina - -en los
tejidos mediante la modificacidn de la actividad de la
enzima fenilalanina hidrovdilasa. La regulacidsn a corto
plazo de 1la actividad enzimatica es llevada a cabo por
modulacidn  via sustrato (fenilalanina vy el cotactor
biopterina) (22,35,36,37) y por fosforilacidén de la enzima
(38, 39,40) .

. La regulacidn de la actividad a largo plazo es
efectuada por cambios en €l nivel de la fenilalanina
hidroxilasa, bien por sintesis "de novo" o por cambios en
su degradacidn (41,42,43).

Esta sintesis "de novo" de la enzima es inducida por
insulina, dexametasona v un factor proteico del suero
(44,4%), la suma de estos efectas puede alterar el nivel
constitutivo de la enzima por lo menocs 10 o 20 veces en

cultivos celulares de heﬁatémé,,aunque se desconoce si son

tambien operativos en el higado del organismo normal. En
higado de rata recien nacida, la fenilalanina hidroxilasa
puede ser tambien inducida por hidrocortisona (46).

El concepto de inhibicidén por sustrato de la
fenilalanina hidroxilasa por altos niveles de fenilalanina
fug descrito por Udenfriend y Cooper desde el principio de
los estudios cindticos (3. Datos cindticos "in wvitro"
mas recientes muestran una inhibicidn de la hidroxilacidn
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en presencia del cofactor natural, la biopterina, cuando

la concentracidén de fenilalanina es mayor de 0,3 mM
(16,35).

FKaufman asi mismo demostréd que la inhibicidén por
exceso de sus sustratos ( fenilalanina y oxigeno ) no
tiene lugar cuando la reaccidén se realiza en presencia de
i and&logo del cofactor, la b,s7 - dimetil
tetrahidropteridina (26). Mas tarde se demostré que la
inhibicidn tambien tiene lugar en presencia del cofactor
sintético (46) pero es mds dramdtico en presencia de la
bBiopterina (47).

Sin embargo la consideracién del papel inhibidor de
la fenilalanina sobre la fenilalanina hidrox ilasa ha sido
sustituido por un mé&s nuevo concepto de la fenilalanina
como activadora y reguladora de la actividad enzimatica

(22,36,37).

En efecto, la fenilalanina hidroxilasa es una enzima
alostérica cuya actividad puede ser modificada por la
fenilalanina la cual se liga a un punto distinto del sitio
catalitico (22,36,37). Este punto distinto de activacidn
de la enzima fug primero sugerido cuando un retraso
inicial en la velocidad de la reaccidén fué comprobado que

podia corregirse con fenilalanina Y no . con
tetrahidropterina, siendo el tiempo de retraso
inversamente proporcional a la concentracidn de

fenilalanina (22).

Se estima que las concentraciones de biopterina vy
fenilalanina en el higado son de 10° 6 M y 2 x 107M
respectivamente (48). De este modo el papel de activacidn
puede tener mds importancia "in vivo" que en los estudios
in wvitrao". Ayling vy Helfand (36) han mostrado tambien
como la estructura del cofactor modifica la cinética de la
reaccidn con respecto a la fenilalanina.

La lisolecitina v la quimotripsina incrementan la
velocidad méxima vy disminuyen dos veces la Km de la
fenilalanina hidroxilasa. Los detergentes suaves o el
envejecimiento de la fenilalanina hidroxilasa
desensibilizan el sitio de activacidn por la fenilalaninag
por esto la enzima no puede ser activada por preincubacidn
con fenilalanina (34).
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1.A.4. Rutas alternativas del metabol ismo de la
fenilalanina.

La Fenilalanina, ademds de su incorporacidn a las
proteinas, se degrada siguiendo una via pricipal pasando &
tirosina.A parte de esto, se puede metabolizar a través de
otras vias alternativas secundarias.

El paso secundario mas importante es su
transaminacidén para producir &cideo fenilpirdvico, por
accidn de una transaminasa especifica. Esta via

practicamente no es utilizada en condiciones normales y es
necesaria uwuna concentracidén de fenilalanina plasmatica
superior a 0,5 mM para que pueda detectarse la presencia
de A&cido. Ffenilpirdvico en la orina humana (49,30). E1
caofactor de la reaccian es el piridoxal fosfato vy el
casustrato el 2-cetoglutarato. Esta enzima es inducida
por el sustrato pero no lo es por el cofactor ni por las
hormonas esteroides en rata (31).

El &cido fenilpirdvico asi formado es reducido a
acido fenillactico por una reductasa especifica de los
cetoicidos arom&ticos (47), pero la mayor parte se
descatrboxila a &cido fenilacético, parte del cual se
conjuga vy transforma en fenilacetilglutamina.

El 4&cido Ffenilacético es el responsable del olor
caracteristico de la orina de 1laos fenilcetonuricos, que
l1lam® la atencidén de Folling (52) vy cuys posterior
investigacidn llevéd al decubrimiento de la fenilcetonuria
humana.

Otra posible fuente de acido fenilacético podria ser
a partir de la feniletilamina por accidn de una
aminooxidasa. La feniletilamina se forma por descat=
boxilacian de la fenilalanina.

El 4dcido fernilaceético se elimina en forma conjugada
con la l—-glutamina en el hombre vy primates. Moldave vy
Meister (53) demostraron que la sintesis de la fenilacetil
glutamina S8 realiza mediante, la activacidn del
fenilacetato con ATF, transfiriéndose despues el grupo
fenilacetilo, primero al ceoenzima A v luego a 'la
glutamina.

El é&cido fenilpirdvico puede tambien hidroxilarse en
posicidén orto por accisn de un sistema enzimdtico descrito
por Taniguchi y Armstrong (54,55) para convertirse en
dcido o-hidroxifenilpirdvico. La enzima que se utiliza en
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1.A.4. Rutas alternativas del metabol ismo de la
fenilalanina.

La fenilalanina, ademds de su incorporacidn a las
proteinas, se degrada siguiendo una via pricipal pasando a
tirosina.f parte de esto, se puede metabolizar a través de
otras vias alternativas secundarias.

El paso secundario mas importante es su
transaminacidn para producir &dcido Fenilpirdavico, por
accidn de una transaminasa especifica. Esta via

practicamente no es utilizada en condiciones normales y es
necesaria una concentracidn de fenilalanina plasmatica
superior a 0,5 mM para que pueda detectarse la presencia
de 4dcido fenilpirdvico en 1la orina humana (49,50). E1
cofactor de la reaccidn ez el piridoxal fosfato y el
cosustrato el 2-cetoglutarato. Esta enzima es inducida
por el sustrato pero no lo es por el cofactor ni por las
hormonas esteroides en rata (51).

El &cido fenilpirdvico asi formado es reducido a
dcido fenillactico por una reductasa especifica de los
ecetodcidos aromdticos (47), pero la mayor parte se
descarboxila a a&cido Ffenilacético, parte del cual se
conjuga vy transtforma en fenilacetilglutamina.

El 4&cido fenilacético es el responsable del clor
caracteristico de la orina de los fenilcetonuricos, que
llam& la atencidn de Folling (352 Yy cuya posterior
investigacidn llevéd al decubrimiento de la fenilcetonuria
humana.

Otra posible fuente de dcido fenilacético podria ser
a partir de la feniletilamina por accidn de una
aminooxidasa. La feniletilamina e forma por descar
boxilacidn de la fenilalanina.

El &cido fenilacético se elimina en forma conjugada
con la l—-glutamina en el hombre vy primates. Moldave vy
Meister (53) demostraron que la sintesis de la fenilacetil
glutamina s realiza mediante, la activacidn del
fenilacetato con ATF, transfiriéndose despues el grupo
fenilacetilo, primero al coenzima A vy luego a la
glutamina.

El &dcido fenilpirdvico puede tambien hidroxilarse en
posicidn orto por accidn de un sistema enzimdtico descrito
por Taniguchi v Armstrong (54 ,55) para convertirse en
acido o-hidroxifenilpirdvico. La enzima que se utiliza en
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la reaccidn es la p—hidroxifenilpiruvato oxidasa, similar
a la que cataliza la formacidn de Acido homogentisico. El
dcido o-hidroxifenilpirdvico asi formado puede convertirse
a continuacidn en dcido o-hidroxifenilacético (56) {(Fig.
2).



7 noradrenalina
(fenilacetato) «—feniletilamina tiramina dopamina
adrenalina
)
1
O. tiqosina ————— FENILALAMINA=———ptit-osina———dopa
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|
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o-hidroxife— «—Ffenilpiruvato p~hidroxifenilpiruvato—sac.homogenticsico
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| fenil=lactato p-hidroxifenil-lactato
. l
o-hidroxife- <
nilacetato fenilacetato p-hidroxifenilacetato Co,+H,0

fenilacetil glutamina

FIG.2. Vias Metabdlicas de la Fenilalania

Enzimas: l.-Fenilalanina hidroxilasa.
2.-Dihidropteridina reductasa.
3.-Fenilalanina glutamato aminotransferasa.
4.-Tirosina glutamato aminotransferasa.
S.-p-Hidroxifenilpiruvato oxidasa.
6.—Fenilalanina descarboxilasa.
7.-Feniletilamina oxidasa.
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El término "hiperfenilalaninemia" envuelve un amplio
espectro de desdrdenes. Ya desde 1972 las dificultades en
la diferenciacidn de la fenilcetondria clésica de otras
formas de hiperfenilalaninemia parece obvia.

El metabolismo de la Fenilalanina muestra una gran
heterogeneidad gendética, incluyendo variaciones en 1la
actividad de 1la fenilalanina hidroxilasa, defectos
enzimaticos en la ruta de la biopterina..etc.(Tabhla I).

La definicidn estricta de la hiperfenilalaninemia es
una cuestidn de conveniencia. Con fines préacticos, en la
evaluacican de programas de ‘“screening", se define 1la
hiperfenilalaninemia como un incremento persistente de
fenilalanina por encima de los limites normales mas
elevados. Fara la mayoria de los centros de "screening"
este valor debe ser superior a 4 mg/dl plasma ( 240
micromol /L ) (S7).

Tabla I

Deficiencia de fenilalanina hidroxilasa.
Deficiencia de dihidropteridina reductasa.
Desdrdenes en la sintesis de biopterina.
Descendientes de madres fenilcetondricas.
Frematuridad.

Tirosinemia hereditaria.

sl S-S0 B S B e
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1.B.1. Sindromes de la hiperfenilalaninemia.

Cuando se establecieron los sistemas de "screening"
para establecer la fenilcetonuria el objeto era detectar vy
tratar nifios que tenian fenilcetonudria clasica, pero
empezd a ser evidente que un numero significativo de ellos

no eran fenilcetondricos (58,59). La deficiencia en
fenilalanina hidroxilasa era mencs severa. Estos nifios
necesitaban ser distinguidos de los pacientes

fenilcetondricos ya que sus aptitudes eran distintas.

Asi mismo se hizo evidente que algunos pacientes
mostraban un defecto en el metabolismo de la
tetrahidrobiopterina. En la Tabla Il se presenta una
clasificacidn de hiperfenilalaninemias que pueden ser
encontradas en el cursoc de un "screening" neonatal y en la
Tabla III se muestran las alteraciones que aparecen en la

sangie Y orina de dichos pacientes y su posible
tratamiento.



Tipo

II

III

v

VI

VII

VIII

Tabla I1I

Condicidn

Fenilcetonuria (FKUW)

Hiperfenilalaninemia
persistente.

Hiperfenilalaninemia
transitoria debil.

Deficiencia en dihi-
dropteridina reduc-
tasa

Funcionamiento anormal
to de la Dihidrobiop-
terina

Hiperfenilalaninemia
y tirosinemia transi-
toria.

Tirosinemia neonatal
transitoria.

Tirocsinemia hereditaria

Aspectos Clinicos

Retraso mental y sinto-
mas asociados si noc hay
tratamiento.

Normali;en los casos se-
veras sin tratar puede
haber retrasoc mental.

Normal.

Inicialmente normal.Ata—
ques y desarrollo anor-
mal al afio de vida.

Movimientos incontrola-
dos,piel grasa;hiperter-
mia recurtrente

Frogresiva ataxia y ata-
ques entre los 12-18 me-
ses.

Bajo pecso al nacer,

alta ingesta proteica.

Enfermedad crdnica hepa-
tica

Defecto

Ausencia de fenilala-
nina hidroxilasa.

Digminucidn de la ac-
tividad fenilalanina
hidroxilasa.

Retraso en maduracidn
de la hidroxilasa.

Deficiencia o ausen-—
cia de la dihidrop-
teridina reductasa.
Defecto en la sintesis
de dihidrobiopterina.

Catabolismo de la
tirosina.

Inhibicidn p—-hidroxi-
fenilpirdvico oxidasa.

Diversas deficiencias
posteriormente.
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Tab

Tipo Fen v Tir en sangre

I Fen>20 mg/100 dl con dieta
regular.

Tir= Normal-baja

II Al principio igual a PKU
despues,Fen=4-20mg/100 dl
con dieta regular.

Tir= Normal-baja

IT1 Al principioc igual a FKU;
declina hasta normal la
Fen.

Tir=Normal

v Fen=variable,
mo en el tipo
Tir=Narmal

puede ser co-
I.

Fen=puede ser
Tir=Notrmal

»20mg/100d1.

VI Fen=10 mg/100 dl

Titr=elevada
VII Transitoriamente 4-12mg/
100 dl la Fe.

Tir= transitoriamente
elevada $S-S0/100 dl.
VIII Fen=2-8mg/100 dl

Tir=4 mg/100 ml. c

A R EN I T A T S B O SE T B O BN B oE BN - EE S .
<

la III

Orina

Elevacidn de metaboli-

tos de la Fe.

Aumento normal o tran-
sitorio de metabolitos
de la Fen.

Igual a tipo II

Variable,depende de la
concentracidn en sangre
y de la edad.

Anormal ,Metabolitos,
HRigpterina.
Feniletilamina, ac.man-

delico,p—-0OH-ac.mandelico

Espesa, aminoacidiria y
metabolitos de Tir.

Dependiendo de la defi-
ia, igual que VII, o

S—-Aminolevulinato.

Alteraciones analiticas y tratamiento de las distintas hiperfenilalaninemias.

Tratamiento

Dieta baja en Fen.

Ninguno o dieta te-—
rapeutica temporal.
tica

Igual a tipo II

Dopa,S-0H-triptofano
carbidopa.

Dopa,
S-0OH-triptofano
carbidopa

Ingesta reducida de
Fen.

Vitamina C

Dependiendo, dieta
baja en Tir,o ademas
inyecciones de glu-
tation.
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1.B.1.1. Fenilcetondria clédsica o tipo I.

La oligofrenia fenilpirdvica & fenilcetonuria (FKW)
fué identificada por Folling en 1934 (52) gque asocid el
retraso mental que presentaban algunos pacientes con la
anomalia bioquimica que suponia la excreccidn de &cido
fenilpirdvico en la orina.

Ya en 1933 Jervie {(60) comprobé un defecto en 1a
conversidn de la fenilalanina en tirosina en la biopsia
hepatica de los individuos fenilcetonudricos. Estos hechos

fueron confirmados posteriormente por Wallace y col (61) vy
Kaufman (62). '

La actividad fenilalanina hidroxilasa en higado de
pacientes fenilcetondricos es aproximadamente 0,27%4 de 1la
actividad normal. En contraste con la hidroxilasa de
higado de individuos normdles, &sta no se inhibe por
fenilalanina 0,1 mM ni se estimula por lisolecitina (&3).
El ezcema es observado en aproximadamente el 257 de los
pacientes no tratados durante el primer afioc de vida, el
olor mohoso debido al édcido fenilacético occurre tambien a
esta edad temprana.

Fero es despues del primer afic de vida cuando
aparecen los sintomas mas alarmantes, el retraso
psicomotor se hace evidente asi como el fracaso para
habl ar Y ardar, ataques, hiperactividad, +falta de
pigmentacidn de pelo e iris, microcefalia, anormalidades
del electroencefalograma, descalcificacidn de los huesos
largos..etc(64). En el 96 &l 98% de los pacientes no
tratados existe un retraso mental considerable.

1.B.1.2. Hiperfenilalaninemia tipos 11 y III.

En estos casos nos encontramos con una concentracidén
de fenilalanina en sangre que oscila entre 4 a 10 mg/dl.

En general aunque no invariablemente, la actividad
hidroxilasa de higado estd en correlaccidn con el nivel de
fenilalanina en sangre (&3). La actividad enzimética en

estos pacientes varia del 1,95 al 34,5% de la actividad
normal (65, 66) .

Ern relacidn a esta wvariacidan en los niveles de
actividad hidrorilasa es preciso ajustar 1a dieta
terapeutica para 1o cual es necesario realizar el test de



.

sobrecarga de fenilalanina entre los 4 v 6 meses y despues
entre los 12 y los 18 meses con objeto de determinar que
nifioe reguieren una continuacidn de la dieta.

. Hiperfenilalninemias debidas a defectos en el
a. Tipaos IV y V.

Un importante avance en el entendimento de 1a
hiperfenilalaninemia ha sido el descubrimiento de los
defectos asociados con la deficiencia del coenzima de la
fenilalanina hidroxilasa, la tetrahidropterina.

La deficiencia en dihidropteridina reductasa fué al
principio demostrada (47) en un paciente con dificultades
alimentarias despues del nacimiento, puesto qgque los
ataques progresivos en el periodo neonatal, retraso en el
decsarrollo alos 3 meses de edad y fracaso del control de
los sintomas que no se consiguieron frenar a&a pesar de
utilizar una dieta baja en fenilalanina (&8)

Leeming vy col (69) encontraron un defecto diferente
en un Nifio con niveles sanguineos de fenilalanina de 30
mg/dl a los 7 dias de edad vy 49 mg/dl a los 13 dias y con
sintomas distintos a los usuales. Estudios posteriores
confirmaron que este nuevo defecto era debido a un defecto
en la dihidrobiopterina sintetasa (70,71).

No estd claro que cada uno de los deféctos en la
sintesis de biopterina esté localizado en el mismo lugar
de la etapa enzimética. Teoricamente cada una de las
secuencias de la etapa puede tener un lugar de mutacidn,
con el mismo resultado de hiperfenilalaninemia.

Estas formas de alteracidn del metaboliemo de la
fenilalanina sSURCren del 1 al YA de las
hiperfenilalaninemias. Son particularmente importantes
porgue sin  trataminets sus consecuencias son fatales
(67,69) vy porqgue el modo de tratamiento es diferente de
las hiperfenilalaninemias usuales (72,73). )

1.B.1.4. Tirosinemia.

FRennert v col.(74) describieron el caso de dos
hermanos  con incrementos de fenilalanina v tirosina en el
plasma v con progresivo deterioro clinico, con ataxia vy
ataques que aparecieron entre 12 vy 18 meses de edad.
Terian unas concentraciocnes winarias incrementadas  en
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feniletilamina, acido mand&lico Y adcido
p—hidroximandé&lico. Estos niros sobrevivieron sin
ulterior deterioro con una dieta de moderada ingesta de
fenilalarina{(73). Es +frecuente encontrarla en nivios

prematuros lo cual pone de manifiesto la existencia de
hiperfenilalaninemias secundarias como consecuencia de las
tirosinemias hereditarias . De aqui la necesidad de medir
la tirosina cuando los niveles de fenilalanina se
encuentran elevados.
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A pesar de los numerosoes trabajos de investigacidén
al respecto,las causas del retraso mental que acompafia a
la enfermedad permanecen desconocidas. 8Se han formulado
innumerables hipdtesis al respecto, como son, disminucidn
de la concentracidn de serotonina, deficit en 1la
mielinizacidn o© bien aumento de la concentracidn de
feniletilamina.

La terapia mejora considerablemente casi todos los
sintomas de la enfermedad, ezcemas, convulesiones, etc.
pero el retraso mental de nifios mavores de tres afios no
mejora con el regimen terapeutico (76). Es necesario un
diagnostico precoz de la enfermedad, para que el

tratamiento immediato evite el daFio cerebral.

1.B.2.1. Alteraciones a nivel del metabolismo lipidico vy
proteico en cerebro. Importancia del colesterol en la
mielinizacidn.

Arnatdmicamente, se ha demostrado una reduccidn de la

masa cerebral (77,78,79) . Ya en 1950 Alvord vy col.
sugirieron que un retraso en la mielinizacidn era la mayor
anaormalidad neuwropatoldgica encontrada en la

fenilcetonuria (77). Desde entonces numerosos autores han
indicado una reducida mielinizacidén en los pacientes (78)
Y este hecho e ha reproducide en condiciones de
hiperfenilalaninemia experimental.

La mayoria de las celulas del sistema nerviaso de
los vertebrados se hallan recubiertas por las vainas de
mielina, que estan formadas por enrollamierpto de las
carrespondientes células gliales ( oligodendrocitos en el
cazo del S.N.C. vy células de Schwam en el periférico)
alrededor del axdn. Mientras esto ocurre, el hialoplasma
de la regidn enrollada desaparece v las membranas
plasmaticas entran en mutuo  contacto. El espacio
intercelular situado entre wvueltas sucesivas disminuye
hasta que las membranas plasmidticas se wunen unas con
otras. De esta manera los componentes de la wvaina de
mielina son esencialmente los componentes de las membranas
plasmaticas de las células gliales.
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Los primeros estudios de Schmidt y Fernandez Moran
(80) demuestraron que la mielina estd constituida por
capas alternas de lipidos y proteinas. En la membrana de
mielina la proporcidn es 20-30% de proteinas y 70-80% de
lipidos. Cada proteina puede interactuar con muchas
moléculas lipidicas vy 1llevar a cabo su misidén como
complejo lipido—-proteina. ‘

En la mielina humdna se han aislado dos grupos de
proteinas mayoritarias constituidos por proteoclipidos v
proteinas basicas. Wolgram tambien caracterizé unas

proteinas de alto peso molecular en la fraccidén de mielina
(81).

La interaccidn de las proteinas con los 1lipidos es

claramente importante para la estabilidad de la
mielina.For tanto, una alteracidn en lipidos o proteinas
puede afectar marcadamente la arquitectura y 1la

estabilidad de la membrana de mielina (82). La biogénesis
de la mielina implica la adicidn coordinada de 1ipidos y
proteinas a la estructura membranosa en formacidn.

Durante la mielinizacidén el contenido lipidico total
no varia, pero se observan alteraciones importantes en la
proporcidn de determinadas clases de lipidos del cerebro
como esfingol ipidos vy fosfolipidos (81). '

Con respecto a la composicidn de la fraccidn
lipidica podemos afirmar que ésta es aprotimadamente
colesterol:fosfol ipidos:galactol ipidos en un proporcidn de

e )
4322,

El colesterol es por tanto uno de los constituyentes
esenciales de las membranas biolégicas vy se encuentra en
una concentracidn particularmente alta en la mielina,
constituyendo el 285-28% de los lipidos totales (83).

Farte del colestercl presente en la mielina proviene
del plasma sanguinec (colesterol exogeno) pero la mayor
proporcicn del mismo es sintetizado "in situ". en las
propias células del sistema nervioso(colesterol endageno)
(84,85).

La necesidad de cantidades  narmales de colesterol
para el funcionamiento de las membranas se puede deducir
de loe conocimientos que se tienen del papel que cumple
este componente, influyendo entre otras cosas en las
propiedades de permeabilidad de las bicapas de 1ipidos
(86) vy de las membranas celulares (87).
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Andlisie cuantitativos realizados por Rawling v col.
(88,89) a nivel de microscopia electrdnica indican que la
inhibicidn de la sintesis de colesterol durante el periodo
de pre -mielinizacidn d& lugar & un retardo en la
mielinizacidn tanto del nervio cidtico como del nervio
dptico.

El unico estercl que hasta el momento se ha
detectado en la mielina del animal adulto es el colesterol
libre i bien en la mielina de ratas inmaduras se
encuentran ademds trazas de desmosterol , precursor
inmediato del colesterocl, el cual desaparece de la mielina
a los 20 dias aproximadamente(90).

De estudios realizados utilizando ratas jovenes vy
adultas tratadas con un inhibidor de la biosintesis del
colesterol (1) se concluye que parte del colesterol
presente en la mielina, tanto del animal joven como del
adulto, puede ser sustituido por otros esteroles, entre
ellaos el 7-deshidrocolesterol. Sin embargo estos
esteroles son menas eficientes que el colesterocl en la
formacidn y mantenimiento de la mielina.

Estos resultadose indican ademés , a diferencia de lo
aceptado comunmente, que prte del colestercl de 'la mielina
adulta se encuentra en constante recircul acidn o
intercambio con el colesterol cerebral vy en este caso
tambien con su precursor el 7-deshidrocolesterol presente
en otros compartimentos del sistema - nervioso.
probablemente en la fraccidn microsomal, pues esisten
evidencias de que es en esta fraccidn donde se sintetiza
el colesterol usado por la mielina(92).

El colesterol enddgenc es totalmente indispensable
durante cualquiera de los periodos por los que atraviesa
el desarrollo de la mielina en el cerebro. fAisi, tatas
trratadas con un inhibidor de su biosintesiz muestran (91):

a) Una disminucichn de la cantidad total de mielina
producida por el cerebro.

b) Urma sustitucidn de parte del colestercl, normalmente
presente en la mielina, por 7-deshidrocolestercl junto con
otros estercles no identificados, en el caso en gue las
ratas sean tratadas durante la premielinizacidn.
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la inhibicidn & retardo en la formacidn de mielina,
o sJd parcial desintegracidn , asi como alteraciones en su
estructura o composicidn guimica, dan lugar a trastornos
neuroldgicos grraves. Los animales tratados con  un
inhibidor de la biosintesis del colesterol (AY—-9944)
durante la premielinizacidn mostraron temblor continuc e
incoordinacidn de los movimientos, sintomatologia similar
a la observada en ciertas cepas de ratones tales como los

Wabblerlethal, Gimpy y Quaking, los cuales poseen defectos

hereditarios caracterizados por una disminucidn en la
cantidad de mielina en ciertos tractos del sistema
nervioso central (93,94).

La madwracidn del cerebro se encuentra asociada al

procesoc de mielinizacidén de tal forma que éste puede ser

usado como excelente parédmetro indicador del grado de
desarvrollo alcanzado por el sistema nervioso en un momento
determinado. Este proceso de mielinizacidn ocurre en la
etapa final del desarrollo embrionarioc y en algunos
animales se prolonga durante algun tiempo despues del
nacimiento, como en el caso de la rata y el ratén que han
sido los animales mds estudiados.

El desarrollo de la mielina en el hombre comienza
arntes del nacimiento vy continua durante varios afos
despues. Durante este periocdo la proliferacidn glial y el
deposito de mielima coinciden con un incremento en la
coordinacidn de los movimientos. En el pollo, animal de
experimentacidn usado en nuestro trabajo ocurre duwrante el
final de la fase embrionaria, con lo cual este animal nace
virtualmente mielinizado.

Se ha demostrado que la adqguisicidn de la cantidad
normal de mielina en un animal adulto puede estar limitada
par la disminucidn de ciertos factores nutricionales, por
modificacidn de ciertas hormonas, asi como por
madificacidn de la sintesis de ciertos caomponentes
esnciales. Todos estos factores tienen como efecto un
subdesarrollo del sistema nervioso.

La premielinizacidn v la mas répida mielinizacidn
durante el desarrollo cerebral han sido preferentemente
estudiados, yva que hasta hace poco tiempo se creia gue en
@l animal adulto no habia formacidn de nueva mielina.
Actualmente existen evidencias de gque la mielinizacidn es
urn proceso que de alguna forma continua duwrante toda la
vida del animal (100
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En lo referente al metabolismo lipidico.Crome (101)
chservd uria disminucidn en las concentraciones de
colesterol Y cerebrosidos &n los pacientes
fenilcetonuricos, resultados que no fueron confirmados mas
tarde por Foote y col (102).

Desde entonces se han tenido numerosas evidenciasg ,
sobre todo con los trabajos de Shah y col.,de que una de
las causas que mds satisfactoriamente podria explicar el
retraso mental en la hiperfenilalaninemia es precisamente
una disminucidn de la biosisntesie del colesterol que
tendria como resultado una hipomielinizacidn.

Gerst y Malamud (103) confirmaron las observaciones
de Crome de una disminucién en el contenido de colesterol
en pacientes fenilcetonudricos. Menkes observd pequefias
perc consistentes variaciones en la composicidn lipidica
que principalmente suponian un incremento en la relacidn
de hidroxidcidos y no hidroxidcidos de los sul fétidos.

De acuerdo con Shah v col. (104) en la
hiperfenilalaninemia existe un efecto producido por las
altas concentraciones de fenilalanina sobre el metabol iemo
lipidico, coneistente en la reduccién de la incorparacidn
"in vivo" e "in vitro" de glucosa a lipidos cerebrales.
Los metabol itos de la fenilalanina son en general mejores
inhibidores, siendo el fenillactico en comparacidn al
fenilacético o fenilpirdvico el inhibidor més potente de
la incorporacidén "in vitro" de glucosa marcada & 1lipidos
cerebrales. Estos mismos autores realizaron mas tarde
trrabajos encaminados a demostrar que altos niveles de
fenilalanina inhibian la incorporacidn de dcido mevaldnico
a esteroles cerebrales. - Esta inhibicidn era debida a los

metabol itos derivados de la fenilalanina mds que a esta en
si (105).

For lo tanto, una hiperfenilalaninemia prolongada en
ratas inmaduras puede producir unos niveles anormales de
colesterol cerebral, debido probablemente a la acumulacicn
cerebral de fenilpirdvico, fenillactico y fenil acético lo
cual provocaria una fFeduccicn en la incorporacidn de MVA a
colesterol.

Ranganathan v Ramasarma (106) encontraron que varios
compuestos fenilicos v fendlicos inhibian la incaorporacidn

de mevalonato a estercles en higado de rata. Uri
metabol ito de la tirosina., el p-hidroxicinamato, era el
inhibidor MAS potente. La presencia de un anillo

aromatico v un grupe carboxilo en la molecula parece ser
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necesario para esta inhibicidn.

Fartiendo de la base de que en hiperfenilalaninemia
el metabolismo de la tirosina se encuentra tambien
atectado, como 1lo demuestra el caso de que sujetos
fenilcetondricos excretan grandes cantidades de p-hidroxi-
fenilacetico y p-hidroxifenillactato (107) se pone de
manifiesto que en estos casos los metabol itos de la
tirosina pueden ser potenciales agentes inhibidores de 1la
biosintesis del colesterol.

Mas tarde Bhat vy Ramasarma (108) relacionaron
algunos compuestos fenilicos y fendlicos entre los que se
encuentran varios metabolitos de la fenilalanina con la
inhibicidn que estos mismos producian sobre  algunas
enzimas implicadas en el metabol ismo del colesterol. El
lugar de inhibicion se localizd entre el mevaldnico vy el
isopentenil pirofosfato. De esta forma, pusieron de
manifiesto que la enzima pirofosfomevalondto
descarboxilasa de higado de rata es inhibida por varios
dcidos Ffendlicos y Ffenilicos, algunos de los cuales
tambien inhiben la enzima fosfomevalonato cinasa bajo
determinadas condiciones, pero no inhiben la mevalonato

Cinasa. Segun estos autores, los compuestos con
estructura fenil-vinilicea s0on los inhibidoers masg
potentes.

For otra parte, estudios cinéticos muestran que
algunos acidos fendlicos compiten con los sustratos S-
fosfomevalonato y S-pirofosfomevalonadto, mientras que
otros inhiben no competitivamente. De entre los primeros
destacan los acidos p-cumarico, el acido m—-cumarico,
isoferulico v ferulico por el mds alto efecto ejercido; de

entre los segundos destacan el acide fenillactico y el
acido fenilpirdvico.

De estos importantes descubrimientos se deduce
puesto gque la concentracidn en plasma de la fenilalanina vy
sus metabol itos oscila entre 1 Y 4 mM, qgque _se puede
afectar la biogénesis hepatica del colestercl por
afectacicn de las mencionadas enzimas.

En nuestro Departamento, Alejandre v col. (109) han
puesto recientemente de manifiesto en embriones de pollo a
los que se les habia inducido wna hiperfenilalaninemia

#perimental W inhibicidn tle la activiadad
pirotosfosmevalonato descarboxilasa de cerebro, mientras
que la HMG-CoA reductasa, MYA cinasa v FMVA cinasa de
cerebro no parecen afectarse. Las cuatro enzimas no
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parecen afectarse en higado. Estos estudios ponen de
manifiesto el posible papel ejercido por la descarboxilasa
en la regulacidn de la biosintesis del colesterol durante
la mielinizacidn.

En relacidn con la incorporacidn reducida de glucosa
a lipidos vy proteinas, Mitoma y Valley (110) apuntaron gue
la causa seria una defectuosa utilizacidn de la glucosa
debida a los a&altos niveles de fenilalanina vy de sus
metabolitos, ya que la entrada de &metil—-d-glucosa &
glucosa a cerebro no est& dificultada en ratas con
hiperfenilalaninemia inducida. :

Dado gue la interaccidn lipido—-proteinas contribuye
& la estabilidad de 1la wmielina., es probable que los
sul fatidos y otros d&cidos lipidicos protejan a las
proteinas bédsicas de la mielina de ataques protecliticos
{111). Las anormalidades en la sintesis de los sulfatidos
(112,113,114) demostradas en hiperfenilalaninemia
experimental ofrecen una explicacidén plausible para 1la
disminucidn de la estabilidad.

For otra parte el metabolismo lipidico anormal puede
conducir & una mielina inestable, o bien, el incremento
del "tuwrnover" proteico conducir a uwuna incorporacién vy
ensamblaje anormal de lipidos en la mielina. En relacidn
con la mielina Grundt vy Hole (11383) demostraron gque en
homogenados de cerebro no se encontraban diferencias
significativas entre animales con hiperfenilalaninemia
inducida vy los controles. 8Sin embargo en mielina aislada
se encontraron concentraciones anormales de proteinas vy
li{pidos. Estos descubrimientos se interpretaron como
indicativos de wun @ descenso en la proporcidn de
mielinizacidn sin cambios en la composicidn de la mielina.
Esta deficiencia en la cantidad o proporcidn de mielina
fue interpretada por Shah vy col. (116) como la causa de
una temprana detencidn de la mielinizacidn, al observar la
ausencia de ésteres del colesterol en la materia blanca de
cerebro de ratas hiperfenilalaninemicas. i

Faor ultimo, los trabajos realizados en embridn de
pollo por Alejandre vy col. (117) indican con respecto al
contenido lipidico de la mielina cerebral, que no existen
diferencias significativas en &€l contenido lipidico de 1la

mielina., auque si  se encontrd un claro incremento en el
porcentaje de colesterol esterificado. La actividad
2rE " —ciclico—nucleotido 3" —fosfohidrolasa (CNF), enzima

marcadora de la mielina, fud significativamente menor en
mielina de embriones tratados en comparacidn con los
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controles.

Otra explicacidn al deficit en la produccidn de
mielina ha sido propuesta por Huethe y Neuhof (118), segun
los cuales, déste se produciria secundariamente al fenomeno
de alteracidn en la diferenciacidn de las neuwronas. E1
numerc de células en el cerebro en desarvollo,
especialmente de las formadas postnatalmente, se encuentra
reducido, sugiriendo una escasa proliferacidn. Asi mismo
ponen de manifiesto uwun incremento en la actividad
enzimdtica lisosomal, lo que afiade un incremento adicional
de la muerte celular.

De entre los metabolitos de 1la fenilalanina,
numerosoas investigadores han subrayado el papel del
fenilacético en la produccidn de distintos desdérdenes.
Asi, el contenido cerebral de 1los ganglidsidos fué
reducido aproximadamente en un 40% en hiperfenilalaninemia
experimental. Un descenso similar fue observado en ratas
expuestas a fenilacetato pero no en animales inyectados
con fenilpirdvico (119)

En una serie de investigaciones Loo v col {(120) han
demostrado claramente que el fenilacetato producido en
cantidades excesivas en hiperfenilalaninemia, induce
caracteristicas clinicas similares & FKU en ratas que
poseen niveles normales de fenilalanina en cerebro.

El desarrollo deficiente de las sinapsis puede
contribuir & explicar satisfactoriamente el deficit de 1la

funcidn cognoscitiva. El feniacetato parece afectar al
sistema nervioso produciendo una deficiente formacidn de
las sinapsis (122) . hipotesis que se apaya en

consideraciones morfolagicas.

Hogan v Coleman en 1981 destacaron un pobre
desarrollo vy una escasa ramificacidn del arbol dendritico
en hiperfenilalaninemia inducida a ratas (123,124). Los

mismos resultados fueron puestos de manifiesto en ratas

previamente expuestas a fenilacetato(l125). For otro lado,

se ha apuntado una falta de maduracidn dendritica espinal
provocada mediante inyecciones de fenilacetato, siendo
estos etectos reversibles en tratas al finalizar el
tirratamiento (126)

Una disminucidn en la derisidad de las sinapsie fue
observada en cerebro de ratas tratadas corn &-metil
fenilalanina v Sfenilalanina(lzZ7) vy en cerebelo de ratas
erxpuestas a fenilacetico (126). Estas  abservaciones las



confirman los estudios de Bauman vy col. en cerbro de
individuos FkU no tratados (129). El tratamiento con
fenilpiruvato no produce ningun efecto en la formacidn de
las sinapsis cerebrales (130,131,132).

Las investigaciones de Loo vy col ponen enfasis en
que realmente es el altoc contenido el fenilacético la
primera cusa de disfuncidn cerebral, siendo el responsable
del retardo del crecimiento cerebral de fetos de ratas
hiperfenilalaninemicas (133).

Estos autores atribuyen al fenilacetao una accidn

newrotdrica a través de su producto metabdlico
fenilacetil-Coh que puede descender sceveramente la
digponibilidad de acetil-CoA (134). Recientemente han

puesto de manifiesto que el fenilacético contribuye
significativamente al retraso en la maduracidn del cerebro
enfatizando en que el mecaniemo de su newotoxicidad seria
el de inhibicidn en la utilizacidn del acetil- CoA en
ciertas reacciones metabdlicas comoc por ejemplo la
sintesis de acidos grasos y de esterocles (134).

El Afenilpirdvico es considetr-ado tambien como
responsable de desdrdenes neuroldégicos. En este sentido,
la fenilalanina Y el fenilpiruvato impiden la

faosforilacidn de la glucosa y la produccidn de lactato en
cortes cerebrales de rata durante la diferenciacidn (135).
Ademas se ha demostrado que el fenilpiruvato interfiere en
la utilirzacidn de la glucosa para 1la sintesis lipidica
(104,135,136,137) asi como en la oxidacidn del piruvéto.

Seqgun Bowden (138) la depresidn del metabolismo del
piruvato haria disminuir la cantidad de acetil-CoA
utilizable para la sintesis de &cidas grasos y colesterol,
los cuales son precursores de la mielina. Glazer y col.
tambien han demostrado que el fenilpirdvico inhibe a 1la
enzima piruvato kinasa y la lactato deshidrogenasa (139).

For ultimo, un nuevo derivado de la fenilalanina
(N {4-metil-Benzil—-tiocarbonil)-l—fenilalanina fue

administrado en distintas concentraciones a ratas
demostrandose que inhibia la incorporacién_deut—acetato a
esterocles en cortes hepaticos u  homogenados, produciendo
un& inhibicidn =] la actividad HMG~-CoA reductasa
relacionada con la reducidn en la incorporacidn de
C-acetato a esteroles precipitables (140). Los efectos de
este nuevo derivado se producian tambien "in  vivo"
situandose su principal sitio de accidn a nivel de 1la
HMGE~-Cof reductasa.
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1.B.2.2. Alteraciones & nivel del metabolismo de
amino&cidos y derivados.

La consecuencia inmediata de la inhibicidn de 1la
fenilalanina hidroxilasa hepdtica es la elevacién de los
niveles de fenilalanina. La concentracién en plasma de
los pacientes oscila entre 1 v 2,5 mM. Por el contrario,
la concentracidn de otros amincdcidos decrece (141) de

forma tal que el nitrdgeno aminico se mantiene dentro del
intervalo normal.

Se ha puesto de manifiesto un defecto en la
adsarcidn intestinal del +triptofano (142,143) como lo
prueba la baja concentracidén plasmidtica del mismo. Con

respecto a la glutamina, se ha observado una disminucidén
de la glutamina serica (144) aunque existen niveles
incrementados en liquido cefalorraguideoc (145).

Estudios realizados en 29 nifios de 9 a 30 dias de
edad, con fenilcetondria confirmada (146), demuestran una
reduccidén en plasma de algunos amino&cidos como treonina ¥
tirosina. En fluido cerebroespinal, las concentraciones
de treonina, alanina y arginina se encontraban tambien
reducidas, mientras que serina, isoleucina e histidina
estaban elevadas. Esta combinada deficiencia y exceso de.
aminaacidos en el S.N.C. puede tener un efecto
significativo en la sintesis proteica en una edad en la
cual dicha sintesis y el "tuwrnover" son méds activos.

Efi-om Y col (147) encontraron una depresidn
significativa de todos los aminocd&cidos neuwtros en
hiperfenilalaninemia vy una depresidn adn mas marcada fue
encontrada por Lynnewch y Ehrlich (148).

Segun Karsten y col {(149) de 41 nifios tratados
tempranamente con dieta terapeutica de
hiperfenilalaninemia (FKU vy variantes), todos muestran una
desviacidn en el patrén plasmatico de aminodcidos.
Existen bajos niveles de- arginina en los pacientes mas

jovenes vy elevados niveles de lisina, serina e histidina

en todos los grupos de nifios de diferentes edades
estudi adas.

Otros trabajos [150-182 sugierern. CoOmo osible
J .

Casa del retraso mental el deficit de unoc o mas
aminoacidos esenciales requeridos para la sintesis de
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proteinas en al B.N.C. deficit gue puede ser producido
por una competencia entre las altas concentraciones de
tenilalanina vy otros aminodcidos por el sistema comin de
transporte en el S.N.C. Asi, altas concentraciones de
fenilalanina en plasma inhiben la captacidn por el cerebro
de metionina y leucina (153), leucina(110) & en general la
captacidn de aminodcidos alifaticos de cadena ramificada
(154) probablemente como resultado de la inhibicidn por
fenilalanina del sistema comin de transporte de estos
aminodcidos.

For otra parte, Clifford vy col. o 1185) han
confirmado un descensoc en los niveles de metionina Y
aminoacidos de cadena ramificada (valina, leucina e

isoleucina) en ratas hiperfenilalaninemicas.

La fenilalanina no interfiere en la captacidn de
glicina por el cerebro (153) vy en este sentide se ha
demostrado, en ratas expuestas a una hiperfenilalaninemia
prolongada, una elevacidén en el contenido cerebral de
glicina (156,137) que es un inhibidor de
neuwoctransmisores. Isaacs vy OGreengard, han confirmado
esta elevacidn de glicina en el cerebro en desarrollo de
rata (158), y proponen que la hiperfenilalaninemia crénica
aparentemente interfiere con 1la regulacidén normal del
metabolismo intracerebral de glicina durante el periado
critico de desarrollo en rata.

En nuestro laboratorio, Marco vy col. (15%9)
trabajando con embridn de pollo hiperfenilalaninemico, han
puesto tambien de manifiesto un incremento de glicina en
plasma y cerebro, mientras que en higado no varia. Asi
mismo demuestran alteraciones en las concentraciones de
aminodcidos aliféaticos de cadena ramificada (valina,
isoleucina 'y Jeucina)l, estando sus concentraciones
incrementadas en plasma e higado v no encontrando
variacidn en cerebro.

Huether Y Neuhof {118) observan en rata un
incremento de GARA en cerebro, otro amincdcido considerado
ihibidor de los neurotransmisores. ‘

Ee posible que la competencia de la fenilalanina vy
otros amincdcidos por el mismo sistema de transporte en la
barrera hematoencefdlica sea la responsable de la limitada
disponibilidad de otros aminodcidos v en consecuencia de
una sintesis defectuosa de proteinas en  cerebro de
pacientes fenilcetonudricos que daria lugar & un desarvollo
anarmal del mismo (150,151, 152).
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Las condiciones normales podrian restawrarse por
suplementacidn de los aminodcidos neutros que se
encontraran més disminuidos en cerebro. Basados en estas
chservaciones, una dieta con suplementacidn de aminodcidos
neutros ha sido propuesta vy aplicada (160,161).

Trabajos realizados con fetos de ratas gestantes con
hiperfenilalaninemia inducida. han demostrado gque una
dieta con isocleucina al 3JIY reduce el retraso en el
desarrollo vy crecimiento que normalmente se observa en
estos casos.

En ratas gestantes a las que se les habia inducido
hiperfenilalaninemia la inyeccidn de lisina previene el
descenso en aminodcidos en sangre y cerebro, asi como el
retraso en el crecimiento del cerebro. Esto sugiere que
ambos aminocdcidos fenilalanina y lisina son sustratos
importantes en la etapa limitante del ré&pida anabol ismo
proteico en el desarrollo tisular (162).

Cargas nutricionales de aminodcidos, particularmente
de fenilalanina han sido usadas para estudiar ciertos

desdrdenes metabdlicos. Asi, Waisman y col. encontraron
que dietas suplementadas con l-histidina y administradas a
monos jévenes, daban como resul tado una marcada

hiperlipémia (163,164).

For otra parte, la histidina es el dnico aminodacido
de los 9 estudiados que induce esta hiperlipémia. Los
fosfolipidos en suero se incrementaron 2 veces, los
trriglicéridos de 3 a 8 veces y el colesterol de 2 a 3
veces. M&e tarde Geison y Waisman (1465) comprobaron - que
dietas con un SZ y un 8% de exceso de l-histidina
administradas a conejos de 4 semanas de edad, inducian un
incrementc en los niveles de colesterol plasmatico. For
otra parte, ratas tratadas con una dieta suplementada al
% con l-histidina desarrollaban higado grasc e
hipercolesterclemia (166), produciendose un incremento de
incorparacidn  de precursores del colesterol a colesterol
en cortes hepd&ticos

Estudios previos habian demostradeo una disminucidn
ernn la sintesis de colesterol a partir de acetato en ratas
alimentadas con una dieta suplementada con histidina,
observandose que cuando se imponia de nuevo una dieta
narmal, los valores retornaban & la normalidad.
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De igual modo, Asaf y col. (167) investigaron los
efectos de suplementacidn de histidina sobre la sintesis
de calesterol a partir de acetato vy mevalonato en ratas
con dieta normal vy ratas con dieta libre de grasa. Los
resultados sugieren que la histidina probablemente ejerce
un efecto scobre enzimas que intervienen en la etapa
metabdlica entre el mevaldnico y el colesterol, yva que la
incorporacidn de "C-mevalénico a insaponificables se
incrementaba 7 veces. En los casos de dietas libres de
grasas no se afectaba la incorporacidn.

For otra parte, se ha observado gque el A&acido
fenilpirdvico a una concentracidn de 0,1 mM inhibe 1la
descarboxilacidn de la DOFA (1468), pudiendose originar una
concentracidn deficiente de adrenalina.

El &dcido o-hidroxifenilacético inhibe "in vitro" a
la glutamato deecarbosilasa cerebral (169); sin embargo,
"in vivo" no se ha podido confirmar la disminucidn de los
niveles de &cido 4-aminibutirico, como corresponderia a la
inhibicidn de dicha descarboxilasa.

Con respecto a la disminucidn de la concentracidn de
seraotonina, Fare y col. (170) comprobaron en efecto una
disminucidn de serotonina en sueroc vy del S-hidroxi
indolacéetico excretado. Numerosos = autores (171-174)
siguieron investigando en esta 1linea, llegandose & la
conclusidn de que una inhibicidn en el transporte del
S—-hidroxitriptofano y la reduccidn de la triptdfano
hidroxilasa podrian ser las causas de los bajos niveles de
serctonina.

Wolley (173) apoyd esta hipdtesis en  sus trabajos,
perc m&s tarde numerosas  evidencias demostraban que la
reduccidn de serctonina cerebral por si misma no explicaba
los distintos sintomas neuroldgicos (176).
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1.B.3. Modelos experimentales de hiperfenilalaninemia.

Se han realizado numercsos trabajos con el fin de
obtener uwn modelo valido para la produccidn de

fenilcetonuria & hiperfenilalaninemia en animales de
experimentacidn.

El procedimento utilizado inicialmente fue 1a
administracidan en la dieta (5-7%) o intraperitonealmente
(Img/g.de peso) de fenilalanina. Los primeros trabajos en
este sentido fueron realizados por Guerbach y col {(177).
Las consecuencias inmediatas de la administarcicn de
fenilalanina son la elevacidén de los niveles de este
amncdcidoc en la sangre (178,179)1a excreccidn de sus
metabol itos en oring y la aparicidn de trastornos
peicoldgicos en los animales de experimentacidn
(177,180,181).

La inyeccidn diaria de fenilalanina produce varias
alteraciones caracteristicas de esta enfermedad cComo;
alteracidn del metabolismo de la fenilalanina, (178) v del
del triptdfano (182) defectos en la formacidn de
seroctonina(181,183), alteraciones en la concentracidn de
amino&cidos en plasma y cerebro(l78,184), -del DNA
(184,188), alteraciones en la composicién de los lipidos
cerebrales (103,186, 187)3,254) v reduccidn de la
incorporacidn de glucosa en  los glucol ipidos cerebrales
(104,188).

En este sentido, Frensky v col (189), inyectando
l-fenilalanina en una proporcién de 4 mg/g de peso
corporal vy dia, comprobaron que se producia ademds de una
reduccian en el contenido lipidico (65,27 de los valores
controles), un descenso en el contenido de DNA y RNA asi
como del total de proteinas. Segun estos autores, la
reduccidn  del contenido en colestercl vy fosfol ipidos fue
aproximadamente similar al descenso en lipidos totales,
mientras que los galactol ipidos v proteoclipidos sufrian
una reduccidgn algo més drastica. En cuanto al  contenido
de proteinas totales, s producia un descenso tanto en
cerebelo como en cerebro de los animalesz tratados. E1 DNA
asi como el RNA de cerebelo sufrian una disminucicn con
respecto a los animales controles. En cerebro solo el BNA
exhibia diferencias significativas.

Sin embargo, el modelo de experimentacidn no parece
s el adecuado para reproducir la enfermedad humana, va
que todas las ratas tratadas presentan elevadas
concentraciones de tirosina en el plasma, llegando en
algunos  casos & ser  sus niveles superiores a los de la
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propia fenilalanina (178). Esto es debido a que en los
animales tratados segun este procedimiento no se consigue
el defecto bésico de la enfermedad, es decit, la
inhibicidn de la fenilalanina hidroxilasa.

Tambien se han utilizado en epocas anteriores como
modelos los tatones homozigotos &l gen letal diluido
("d"), a partir del que Searle (190) descubrid& los efectos
del gen mutante, vy que Coleman (191) compard encontrando
gzimilitudes clinicas entre esta enfermedad de los ratones
vy la fenilcetonuria. No obstante, la experimentacidn
posterior ha sefial ado que no constituyen modelao
experimental adecuado para el estudio de la fenilcetondria
o cualguiera de sus variantes.

Las investigasciones se centraron entonces en los
estudios para encontrar inhibidores especificos del
sistema hidroxilante de la fenilalanina.

De Graw Y col (192,193,194) encontraron la
esculetina (&6-7-dihidroxicumarinal) vy la p—fluor—-fenil
alanina como inhibidores del sistema. La esculina (&6-
glucosil— esculetina) a pesar de cser peor inhibidor que la
esculetina en lose ensayos "in vitro" tenia una mayor
eficacia en los estudios "in vivao". El mecanismo de
inhibicidn de la esculetina .y la esculina seqgun De Graw vy
col (192) puede ser por competencia con el cofactor de la
reaccidn la tetrahidropteridina.

koe v Weisman en 1966 (193) descubrieron la p-claoro-

fenilalanina (FCFA) comoc potente inhibidor de los
hidroxilasas del triptdfano v la fenilalanina y Lipton vy
col. (1946) propusieron s usoc - para simul ar la

fenilcetonuria en ratas.

De Graw vy col. (192) comprobaron que los efectos de
inhibicidn de la FPUCFA permanecian constantes dwante tres
dias despues del tratamiento. y Guroff (197) establecid
que el maximo de inhibicidn de la fenilalanina hidroxilasa
se producia entre las 24 v 48 horas de la administracidn-
de la droga, v gue la etionina o la puromicina prolongan
durante algdn tiempo la inhibicidn debida & la FCFA.

las Farmas D v L de la PFCFA  producen efectos
similares v de la misma magrnitud que las observadas para
la forma racémica DL. El mecanismo por el cual ls FPCFA
actua sobre la fenilalanina hidroxilasa podria explicarse
gegun Gal v col. (198) por la incorporacidan de este
aminocacido anormal  en la molecula enzimatica en una
posicidn crucial de la secuencia de aminoacidos.
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La FCFA produce importantes cambios bioquimicos, asi
como numeronsos efectos sobre la conducta de los animales;
reduccidn del suefio, depresidn motora (194,199) etc. Este
procedimiento de induccidn de un modelo de experimentacidn
animal ha sido muy utilizado (200,201,201,203,204).

Un modelo consistente en la administracidn de FCFA vy
esculina mas fenilalanina fue propuesto por Valdivieso en
1973 (205).

Sin embarqgo, no queda claro el que las anormalidades
en ratas tratadas con FCFA sean debidas a la condicidn de
hiperfenilalaninemia por si, debido a los efectos +oxicos
de la propia FCFRA (206,207,208). Estos efectos tdxicos
incluyen deterioro del crecimiento en general, mortalidad
incrementada y cerebro afectado de una monocamina biogénica
neuwrotransmisora (209).

En cultivos celulares la FCPA produce un efecto
téxico, inhibiendo el desarrollo proporcional de las
células (207). A la vista de la accidn no especifica y
citoténica se deduce que el modelo de utilizacidn de FPCPA
es inadecuado para la producidén de hiperfenilalaninemia
experimental en animalecs.

En 1976 Greengard v col. (210) propusieron un nueavo
modelo de induccidn de hiperfenilalaninemia basado en la

utilizacidn de un  nuevo inhibidor de la actiwvidad
fernilalanina hidroxilasa, ladmetil- fenilalanina (MFA),
mas fenilalanina. Este nuevo modelo reproduce las

condiciones clinicas, su especificidad es mas &alta vy su
toxicidad menor (Z210,211).

Al estar libre de efectose no especificos, los
cambios observados en los animales pueden atribuirse a
hiperfenilalaninemia experimental. Con ecste modelo se
produce un suave descenso del peso del cuerpo v cerebro de
los animales que & su wver exhiben elevados niveles de
fenilalanina en sSUero v sHcreccidn winaria de
metabolitos. De igual forma se produce una desviacidn de
loe niveles de aminocdcidos, cambios en las concentraciones
en glicina, ¥—-aminobutirico vy aminodcidos alifaticos vy
araomaticos. Estos animales tambien poseen un deficit de
mielina vy cambios en las proteinas del cerebro, asi como
urna reduccidn en los niveles de dcidos grasos insaturados.

Todase estas observaciones son concordantes con
algunos aspectos del cuadro clinico de fenilcetondricos no
tratados v sugieren gque este modeloc experimental puede ser
de gran utilidad en el estudio de la entermedad (Z09).
Desde que se propuso este modelo, numerosos avtores 1o han
utilizado en sus investigaciones (114,118,212,213,214).
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La presencia de o-metil— fenilalanina en ratones
recien nacidos inhibe la fenilalanina hidroxilasa un
&65~707% con una dosis de 0,43 ng/g de peso corporal,
durante 12 horas. FPara mantener el descenso de actividad
enzimatica durante 2 horas, es necesaria una
administracidn diaria. Adicionalmente se administra

fenilalanina en una dosis de 2mg/g de peso corporal (215).

La utilizacidn de MPA como inhibidor de la
fenilalanina hidroxilasa produce en ratas un descensa de
un 154 en las proteinas de la mielina. El turnover de

prroteina del cerebro no se afecta, pero el turnover de
proteinas de la mielina se incrementa (216).

For otro lado Rinek y col (2135), utilizando el mismo
modelo han puesto de manifiesto una reduccidn proporcidnal
del alargamiento de la cadena de los polipeptidos en
poliribosomas aislados de homogenados cerebrales.

fisi mismo en ratas tratadas con MFPA se observa una
reduccidn en el contenido de DNA en el cerebro, pero no en
cerebelo. La sintesis de DNA-en el cerebro se afecta en
ratas de 11 dias pero no a los 21 dias de edad. Tampoco
se afecta la sintesis de DNA en el cerebelo, mientras que
la degradacidn del DNA no se altera ni.en cerebelo ni en
cerebro.

Howard Taylor al proponer como modelo para el
estudio del metabolismo en la mielina la administracidn de
urna dieta consistente en 5S4 de Fenilalanina vy 0,.4% de
dmetil—- fenilalanina & ratas de 25 dias de edad, afirma
que de esta forma los niveles en plasma de Fenilalanina se
aproximan & los de los pacientes fenilcetondricos sin
tratar (1.3 o) (216).

En un estudioc comparativo de las model os de
produccidn  de hiperfenilalaninemia citados ultimamente en
ratas lactantes se concluyd (217) gque en ratas tratadas
con MPA mas Fen, la - reduccidn en el contenido de DNA
cerebral ccwre solo debido a una reducida sintesis,
mientras que el tratamiento conn FCFA mds Fen inhibe la
sintesie de DMNA cerebral ademds de producirse un
incremento del "tuwnover" o degradacidn del DNA cerebelar.

Estos trabajos sugieren pues, que el tratamiento de
ratas con FCFA mé&s Fen producivria wna inhibicidn de 1la
proliteracian  celular del cerebro v/c un incremento de la
muerte celular en cerebro v  cerebelo, mientras gue el
tratamiento con  o-MFA n&s Fen inhibiria sdlo la
proliferacidsn celular del cerebro.
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Segun este uwltimo procedimiento de induccidn, se han
propuesto numerosos modelos de fenilcetonudria maternal.
Asi, Clifford vy col (155) observan mediante adicidn a la
dieta de 0,5% de &metil- fenilalanina v 3% de Fen unos
niveles en plasma 10-20 veces m&s elevados que los
controles. La concentracidén de Fen en el cerebro se
incrementd aun m&s que en el cerebro de la madre. Los
fetos muestran tambien una suave disminucién en el peso
cerebral v corporal.
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1.C.1. Dinamica del colesterol.

El colestercl es el esterol mayoritario del cuerpo
humano, actuwando como componente estructural de membranas
y de lipoproteinas plasmdticas. For otro lado,. constituye
el material de partida para la formacidén de 4acidos
biliares y hormonas esteroides.

La importancia del colesterol como componente
mayoritario de la membrana plasmatica radica en su papel
estabilizador que contribuye a la integridad global de 1la
misma, asi como al papel regulador de la llamada “"fluidez"
de membranas.

La comprensidn de los mecanismos implicados en la
formacidn, transporte y degradacidén de este componente
vital son, pues, de suma importancia. Fara medir los
parametros globales del metabolismo del colesterol, se han
utilizado diversas técnicas.

Segun Angelin (218) la dinamica del colesterol en la
especie humana puede resumirse tal como aparece en  la
figura 3.

El plasma sanguinec estd considerado como el
compartimento central del sistema v la cantidad de
colesterol plasmdtico seria la suma del procedente de la
dieta v de la sintesis enddgena.

El recambic del colesterol est& asegurado mediante

dos procesos. El primerc supone el intercambioc del
calesterol libre entre el plasma v todos los
tejidos(219,220), el segundo implica una desaparicidn

particulada llevada a cabo por los distintos tipos de
lipoproteinas.

El colestercl es transferido tambien desde el
compartimento central hacia el higado donde se transforma
ern  acidos bilidres, los cuales pasan al intestino de
donde, en parte, son eliminados con las heces juntoc &
distintos esterocles.
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Segun  Mathe vy Chevallier (221), para poder medir la
sintesis, excrecidn y absorcidn, se necesita que el
individuo haya alcanzado el estado estacionario, es decir,
que las concentraciones plasmaticas de colesterol
permanezcan constantes y gue las entradas totales de
compuesto sean iguales a las salidas.

En terminos de Chevallier, la absorcidén se define
como la entrada del colesterol de la dieta al espacio de
transferencia. La excrecidén constituye la transferencia
de moleculas de colesterol desde el interior al exterior
del espacio de transferencia ( por ejemplo por perdidas en
el lumen intestinal o por descamacién de epitelios y
secrecidn sebacea ) (222). La secrecidgn constituye la
sintesis de colestercl llevada a cabo por los distintos
tejidos vy su transferencia al interior (secrecidn interna)
o al exterior (secrecidén externa) del espacio de
transferencia.

1.C.1.1. Absorcidn y transporte.

El indice de absorcidn neta de colesterol puede
considerarse como la diferencia entre el colesterol
marcado ingerido vy el eliminado en las heces.

Trae la ingestidn de alimento, no todo el colesterol
presente en el contenido gastrico procede del exterior,
ginao que eéste sera uwna mezcla del ingerido mas el
excretado vy el secretado en la saliva v los fluidos
gastiricos (223). Una vezr alcanzado €l lumen intestinal,
el contenido gastrico recibe un nuevo aporte de colesterol
enddégena, esta ver de origen biliar e intestinal. A este
nivel el colesterol se presenta fundamentalmente en forma
libre, debido a la accidn de la colesterolesterasa
pancregdtica (223,224 .

En rata (225) v en pollo (226) esta mezcla no es
homogenea, log coeficientes de absorcidn, excrecidn,
secrecidn e inclusoc la misma dieta SOn distintos,
absorbiendose una mayor fraccidn de colesterol endégenoc La
euplicacidn de este hecho, puede radicar en que el
colesterol enddgenc es secretado sobre todo por la bilis,
ern la cual se encuentra va en estado micelar.

£l tamafic del "poal” de a&cidos biliares tiene un
gran efecto sobre la absorcidn intestinal de colestercl,
como lo demuestra el hecho de gue por administracidn de
colestiramina { recina capazr de secuestrar &dcidos biliares)
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o mediante ligamiento del conducto biliar, se inhibe el
proceso de absorcidn: por el contrario, este proceso se
aumenta tras una alimentacidn con taurocolato (227-229).

Farte del colesterol de los quilomicrones es
gsterificado antes de que las particulas sean secretadas a
traves de la membrans basal (229,230). Ya en el espacio
extracelular, los quilomicrones absorben el colesterol
libre vy el esterificado 228,231). Se sabe que hay un
intercambio entre las celulas intestinales y el lumen, asi
coma entre celulas intestinales y espacios esxtracelulares
(228,232). Los esteres de colesterocl formados de esta
manera deben ser transportados a todas las células, donde
el -colesterol en su forma libre, es utilizado como
componente estructural. Estos ésteres tambien son fuente
para la sintesis de hormonas esteroideas y 4&acidos
biliares.

Fara el trancsporte en plasma, los trigliceridos vy
dcsteres del colesterol son empaguetados en particulas
lipoproteicas, formando un nucleo hidrofdbico rodeado de
una momocapa de fosfolipidos polares. En la capa
superficial existe colesterol libre junto a las 1lamadas
apaproteinas (233). '

Se puede hablar de transporte exdgeno que transporta
lipidos de origen dietético y de transporte enddgeno que
trransporta lipidos de origen hepdtico vy de otros tejidos
no intestinales (Fig. 4)

- La via erxogena comienza en el intestirio, donde los
lipidos de la dieta se incorporan en particul as
lipoproteicas, log llamados gqiuilomicrones, que entran en
circulacidn v ceden los trigliceridos al tejido adiposo
(para su almacenamiento) vy al musculo (para su oxidacidn vy
produccidn de energia).

Lo que gqueda del guilomicrdn, emnriquecido en ésteres

del colesterol (quilomicrdn remanente) lo extraen de la

circulacidn ~eceptores especiticos que se encuentran
grxclusivamente en las ceélulas del higado, penetrando
mediante endocitdsies v siendo degradado por los lisosomas
(234).

La wvia enddgena comienza cuando el higado segrega a
la eangre una particula de gran tamaiio, la lipoproteina de
muy baja densidad VLDL. El nucleo de esta particula
contiene en su mayor parte triglicéridos sintetizados en
el higado, junto con una cantidad menor de ésteres de
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colesterol. Sobre sl superficie se encuentran
predominantemente dos proteinas, las apoproteinas B-100 vy
E, ambas con capacidad de unirse a receptores de LDL
{(glicoproteina incluida en la membrana plasmdtica de 1la
mayoria de las celulas corporales).

Cuando una particula VLDL llega & los capilares del
tejido adiposo o del misculo, se edxtraen de ella los
trigliceridos gque tansporta, con lo cual, se transforma en
urn nuevo tipo de particula de menor tamafio y enriquecida
en ésteres de colesterol vy gque retiene adn las dos
apoproteinas. Estas particulas son las llamadas IDL
(lipoproteinas de densidad intermedia).

En el hombre alrededor de la mitad de las particulas
IDL desaparecen de la circulacidn con gran rapidez, ya que
se unen muy fuertemente a las celulas hepédticas, que
extraen su colesterol para elaborar nuevas VLDL vy &cidos
biliares. Mahley vy Ihneray de California, han demostrado
que esa unidn tan fuerte se debe a la apoproteina E, cuya
afinidad por el receptor de LDL de la célula hepatica es
mayor que la de la apoproteina B-100.

Las particulas IDL no capturadas por el higado
permanecen en la circulacidn mucho més tiempo, pasado el
cual, la apoproteinag E se disocia de ellas,
transformandose en lipoproteinas de baja densidad, LDL.
Estas dltimas se mantienen en el torrente sanguinec mucho
mas tiempo, puesto que la afinidad de la apoproteina B-100
por los receptores de LDL es menor (234).

En individuos normales, el colesterol ligado a LDL

supone aproximadamente 2/3 del total del colesterol
plasmético. Estas LDL transportan el colesterol a las
c&lulas extrahepaticas asi como al higado, es decir, la

funcidn fisioldgica normal de las DL es suministrar
colesterol a las celulas del organismo.

En 1974 FErown vy Goldstein hicieron el siguiente
descubrimiento (236): Las células captan las LDL gracias a
receptores, e decir, a moléculas que se encuentran en la

superficie de sUE membranas v que reconocen
especificamente a la apoproteina B-100 gque se encuentra en
al superficie de las LDL. PFara llegar & este resultado
habian afadido unas LDL marcadas con iodo radioactivo & un
cultivo de Fibroblastos. Las LDL se +1ijaban en puntos
precisos de las membranas celulares donde permanecian a
pesar de un lavado intensivo, sugiriliendo gue estaban

f1jados a puntos de wnidn de alta afinidad v eran  ademas
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altamente especificos de las LDL. Existen por tanto unos
receptaores de LDL en la superficie de las membranas

celWlares, que tienen por funcidn permitir a las celulas
captar LDL.

Estudios biogquimicos posteriores (237) Y  de
microscaopia electrdnica (238, 239) mostraron cdédmo se
produce el proceso de absorcidn de LDL  (Fig. 5. Los

receptores gque se unen a las LDL se mueven en la
superfticie de las células hasta regiones deprimidas de 1la
membirana llamadas "hoyos revestidos" gque estan cubiertos
en su interior de un filtro de moléculas proteicas.

Estas regiones se depirimen cada ver mas,
invaginandose hacia el interior del citopl&sma, hasta
cerrarse sobre si mismas formando vesiculas que contienen
en su interior los receptores unidos a las LDL vy emigran
hacia el interior de las c&lulas. Durante esta migracidn
logs receptores se separan de la LDL vy wvuelven a la
superficie para unirse a nuevas LDL emperando de nuevo un
ciclo de transferencia. ’

For su parte , las vesiculas que solo contienen las
LDL terminan por encontrar en el citoplédsma a los
lizosomas con los cuales se fusionan. Los liscosomas
contienen una serie de enzimas que permiten degradar
totalmente las LDL. Unas proteinas hidrolizan 1la
apopioteina B, liberando sus componentes elementales, los
aminodcidos. Unas 1 ipasas &cidas hidrolizan los ésteres
de colesterol para dar &acidos grasos, por una parte vy
colesterol libre por otra. Este dltimo es entonces puesto
a disposicidn de la celula para la sintesis de sus
membiranas.

Un aspecto importante de <sta metaboliracidn celular
del colesterol por medic de las LDL es gque va acompafiado
de un sistema de control complejo que permite evitar una
acumil acidn excesiva de colesterel en el interior de las
celulas. A

En primer lugar, el colesterol que entra en la
celula por esta via determina la inhibicidn de su sintesis
endagena, inhibiendo la actividad de una enzima clave en
la cadena de sintesics de colesterol., la HMG-CoA reductasa.
Erv  segundo  lugar, el colesterol gue entra determinag la
inhibicidn de la sintesis de receptores de LDL, lao cual
digminuye el nivel de entrada del colesterol aportado por
las LDL.. Este sistema de control a su ver es tan eficazs
gue las células no o acumulan  colesterol en exceso ni
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sigquiera expuestas a elevadas concentraciones de LDL en
sangre (240).

La hipercolesteroclemia familiar es una enfermedad
debida & una deficiencia de los receptores de LDL v del
gen implicado en la regulacidn de los mismos. El receptor
purificado por Goldstein y Brown es una glicoproteina de
FM=160,000. Tambien se ha podidc aislar el gen que
controla la sintesis del receptor de LDL (241).

Em cuanto & las HDL, lipoproteinas de alta densidad,
parecen proceder de diferentes tejidos. incluidos higado
e intestino. Ademas. HDL o precursores de HDL parecen
producirse en el plasema durante el proceso lipolitico de
los quilomicrones (242). Las HDL estan implicadas en un
proceso conoccido como transporte reverso del colesterol
por el cual adgquieren colestercl de los tejidos
periféricos v lo transportan directa o indirectamente al
higado para su excrecidn.

LLas HDL <con aceptores efectivos del colestercl
procedente de las membranas celulares debido a gue su capa
externa contiene una relacidn mol ar colesterol/
fosfolipidos inferior a la de la mayoria de las membranas
celulares (243).
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1.C.1.2. Sintesis.

Desde hace bastante tiempo se conocen las
velocidades de sintesis y suw regulacién en los distintos
tejidos (244). La importancia de los drganos especificos
en la sintesis global de estercles esta basada
mayoritariamente en las medidas "in vitro" de la velocidad
de incorporacidn de distintos sustratos marcadas &
colesterol. El precursor mas utilizado ha sido el
H:—acetato, habiéndose evaluado la velaocidad de
incorporacidn del mismo a esteroles precipitables con
digitonina.

Szrere y col.(243) demostraron al contraric de 1la
tesis que anteriormente se habia sostenido de que sdlo el
higado era capaz de realizar la sintesis, que este
precursor era incorporado & esteroles "in vitro" por
tejidos diversos como intestino, testiculo, rifidn, piel vy
cetrebro, asi como en higado.

Fopjak ¥ Reekman (Z246) demostratron casi
paralel amente la colesterocgénesis extrahepatica en
animales intactos. Hoy dia es notorio que practicamente

la totalidad de los tejidos de mamiferos son capaces, en

cierto modo al menos, de sintetizar colesterocl “de nove"
(247,248).

No obstante, de estudios llevados a cabo en rata v
monoc (249,230) resultd que las mayores velocidades de
sintesis de esteroles por unidad de pesoc de tejido
correspondieron a dos drganos: higado e instestino
delgado, y dentro de este al iledn. Las mas bajas se
registraron en musculo y en S.M.C. de animales adultos.

En cerebro solo podemos hablar de escasa actividad
sintética en el caso del tejido adultao, habiéndose
encontradoc que en neonatos la situacidén &z la inversa,
excediendo en estos casos los valores de los encontrados
inclusoc para el higado (245) drgano considerado como el
principal recponsable de la sintesis de esteroles. Todaos
ecstos datos nos llevarnn & considerar el efecto que un
déficit en el metabolismo del colesterol puede producivr en
un cerebro en degarrcllo, que nos llevaria sin lugar a
dudas a una defectuosa mielinizacidn, con el consiguiente
efecto devastador en el desarrollo mental.

La extrapolacidn de los datos sobre la sintesis
obternidos "in vitro” al animal intacto puede ser polémica,
pues hay gue tener en cuenta los numeroscs problemas

tedricos v practicos inherentes a este tipo de medidas
(2510,
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Algunos autores han indicado que utilizando el
1t—acetat0 cComo precursor pueden sUurgir numerosos
problemas, como una toma deficiente de este precursor por
parte de los tejidos, asi como la existencia ~de una
dilucidn desproporcionada de la actividad especifica del
"pool" intracelular de acetil-Cof en muchos tejidos, dando
lugar a velocidades de sintesis falsas (251). Estudios
mas recientes llevados acabo “in vivo" han indicado que la
incorporacidn de agua pesada a esteroles precipitables con
digitonina seria un indice fiable de las velocidades
absolutas de sintesis de colesterol, dado que penetra
rapidamente en la célula, manteniendo una actividad
especifica constante (251,252).

Turley y col (253) han indicado que los tejidos de
la carcasa son responsables de aproximadamente el 26% de
la sintesis "in viveo" de esteroles precipitables con
digitonina, mientrasz el higado e intestino aportan un S0 Y
24% respectivamente.

Aungque numerosos estudios concuerdan con el hecho de
que el higado constituye la mayor fuente de colesterol
enddgeno (225,254), se ha estimado que en rata ma&s de 4

mg. diarios de colesterocl sintetizado por el tracto
intestinal vy secretados al lumen podrian reabsorberse
junto con el colesterol de la dieta (225 lo que

representa para este animal una tercera parte de 1la
secrecidn interna total.
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Algunos autores han indicado que utilizando el
-acetato como precursor pueden surgir numerosos
problemas, como una toma deficiente de este precursor por
parte de los tejidos, asi como la existencia de una
dilucidn desproporcionada de la actividad especifica del
"pool" intracelular de acetil-Cof en muchos tejidos, dando
lugar a velocidades de sintesis falsas (251). Estudios
ma&s recientes llevados acabo "in vivo" han indicado que la
incorporacidn de agua pecsada a esteroles precipitables con
digitonina seria un indice fiable de las velocidades
absolutas de sintesis de colesterol, dado que penetra

rapidamente en la célula, manteniendo wna actividad
especifica constante (251,253).

Turley y col (253) han indicado que los tejidos de
la carcasa son responsables de aproximadamente el 267% de
la sintesis "in vivo" de esteroles precipitables con
digitonina, mientraz el higado e intestino aportan un SO Y
247 respectivamente.

Aunque numerosos estudios concuerdan con el hecho de
que el higado constituye la mayor fuente de colesterol
enddgeno (225,234), se ha estimado que en rata més de 4

mg. diarios de colesterol sintetizado por el tracto
intestinal y secretados al lumen podrian reabsorberse
junto con el colesterol de la dieta 225 lo que

representa para ecste animal una tercera parte de la
secrecidn interna total.

59



1.C.1.3. Transformacidn y eliminacidn.

Las salidas mayoritarias del colesterol del espacio
de transtferencia suponen la eliminacidn fecal de
colesterol v su tansformacidn a &cidos biliarse, pudiendo
considerarse minimas las cantiades excretadas a través de
la piel 255) & eliminadas en forma de hormonas
esteroidicas en la orina (2356).

La cantidad de &cidos biliares sintetizados cada dia
"de novo" & partir de colesterol no seria suficiente para
satisfacer las necesidades de estos para una absorcidn
efectiva de sustancias liposolubles, si no existiera un
mecanismo de reciclaje gue permita que el "pool" de &cidos
biliares, pueda ser reutilizado varias veces cada dia.

La eficacia de esta denominada "circulacidn
enterohepdtica" estd& relacionada directamente con la
eficacia del procesc de reabsorcidn intestinal (237).
Tras su absorcidn por la mucosa intestinal los &cidos
biliares penetran tanto en el sistema venoso porta como en
los vasos linfaticos, calculandose que aproximadamente el
9% de la absorcidn se lleva a cabo por el sistema venoso
portxl (288).

Tanto en el hombre como en los animales de
laboratorio, la transformacidn de colesterol & acidos
biliares subyace a un complejo mecanismo de control. Se
cree que existen al menos dos sistemas "feedback"”
implicados en el proceso, uno controlado por la cantidad
de dcidos biliares que alcanza el higado via circulacidn
enterochepdtica y otro por la cantidad de colesterol
absorbido.

La fizgtula biliar yv la colestiramina incrementan los
niveles de excrecidén de acidos biliares por encima de los

valore controles (283,259,260). For el contrario la
adminietracian de acidos biliares suprime en el hombre su
produccidn  enddgena v la ilectomia la incrementa en el

Mombre (262) v en animales (263)

El mecanismo de este sistema “feedback" no esta
clarao, pudi endo deberse a un conjunto de etectos
coordinados a nivel de las enzimas limitantes de las trutas
bicsintética y degradativa del colesterol, es decir de la
HMG-Cof reductasa vy la colesterol 7orhidrolasa (264).
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1.C.1.3. Transformacidn y eliminacidn.

Las salidas mayoritarias del colesterol del espacio
de transferencia suponen la eliminacidn fecal de
colestercl vy su tansformacidn a &cidos biliarse, pudiendo
considerarse minimas las cantiades excretadas a travéas de
la piel (235) ¢ eliminadas en forma de hormonas
esteroidicas en la orina (254&).

lLa cantidad de acidog biliares sinteltizados cada dia
"de novo" & partir de colesteral no seria suficiente para
satisfacer las necesidades de estos para una absorcidn
efectiva de sustancias liposoclubles, si no existiera un
mecanismo de reciclaje gue permita que el "pool" de &cidos
biliares, pueda ser reutilizado varias veces cada dia.

La eficacia de esta denaminada "circulacidn
enterochepatica” esté&d relacionada directamente con la
eficacia del proceso de reabsorcidn intestinal (237).
Tras su absorcidn por la mucosa intestinal los &cidos
biliares penetran tanto en el sistema venoso porta como en
los vasos linfaticos, calculandose que aproximadamente el
99% de la abesorcidn se lleva a cabo por el sistema venoso
portal (258).

Tanto en el hombre como en los animales de
laboratorio, la transformacidn de colesterol & a&cidos
biliares subvace & un complejo mecanismo de control. 8Se
cree gque existen al menos dos sistemas "feedback"
implicados en el proceso, uno controlado por la cantidad
de &dcidos biliares que alcanza el higado wvia circulacidn
enterohepatica vy otro por la cantidad de colesterol
abeorbido.

La fistula biliar v la colestiramina incrementan los
niveles de excrecidn de acidos biliares por encima de los
valors controles (283,259,260). For el contrario la
administracidan de Adcidos biliares suprime en el hombre su
produccidn enddgena v la ilectomia la incrementa en el
hombre (262) v en animales (263%)

El mecanismo de este sistema "feedback" no esta
claro, pudiendo deberse a un conjunto de etectos
coordinados a nivel de las enzimas limitantes de las rutas
biosintética y degradativa del colesterol, es decivr de 1a&
HMG-Cof reductasa v la colesterol 7obhidrolasa (2641,
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Dietschy ha sugerido que tantoc la formacidn de
colesterol como su degradacidn podrian estar bajo contraol
directo de la cantidad de colesterol que alcanza el higado
desde el tracto gastrointestinal (297).

El segundo de los sistemas "feedback"'", el controlado
por la cantidad de colesterol absorbido fue demostrado en
primer lugar en perros por Abell y col (265) y mas tarde
en rata (266,267). Este mecanismo parece esencial para
prevenir situaciones en que la aportacidén de colesterol en
la dieta es inesperadamente elevada y puede tratarse de un
proceso adaptativo para mantener el equilibrio dindmico
del colesterol en el cuerpo (268).

Aunque la situacicn en el hombre es peor conocida,
se sabe que la excrecidn de colesterol es comparable a 1la
de produccidn de acidos biliares (269,270,271) y que estos
dltimos se podrian sintetizar por mas de una ruta (272).
La conversidn de colesterol a 4&cidos biliares en el
haombre, no parece afectarse por cantidades elevadas de
colestercl en la dieta (273).

1.C.2. PRiosintesis del colesterol.

Los primeros estudios s=obre la biosintesis del
colesterol datan del afio 1949 y fueron llevados a cabo por
Bloch vy col (274). Estos autores implicaron solamente al
higado en este proceso, pero a continuacidn Srere y col.
(243) demostraron uwna incorporacidén activa del precursor
acetato marcado & esterocles precipitables con digitonina
en otros muchos tejidos. Fopjak y Beechman (244&)
confirmaron mé&s tarde que practicamnete todos los tejidos
de mamiferos son capaces en alguna forma de sintetizar
colesterol "de nove". No obstante, lag wvelocidades de
sintesis, como se ha sefialado en puntos anteriores,.
determinan que el higado seguido del intestino serian  los
lugares dominantes en dicha sintesis (244). En el hombre-
ha sido estimado en 1-2 g/dia la produccidén "in vivo" de
colestercl hepdatico (275). )

La biogsintesis de colesterol occurre principalmente
en los microsomas y en el sobrenadante de 105,000 x g de
la frraccidn de Fromogenados hepaticos {(276). Hay
aprodimadamente 26 reacciones enzimaticas distintas en 1la
conversidn biogquimica de acetato a colesterol, catalizadas
por  enzimas de localizacidn citoesdlica vy microsomal.
Brevemente, puede resumirse del siguiente modo (Fig. &).
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Esquema simplificado de las distintas etapas en el metabolismo del colesterol
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El descubrimiento de la supresidn de la sintesis del
colesterol bajo determinadas condiciones experimentales,
estimuld el interdés por identificar los posibles pasos
implicadoe en el control de la biosintesis -de este
compuesto.

En este sentido, se apuntd hacia la existencia de un
punto mayoritario de control entre el acetil-CoA y el
icido mevaldénico, mediado por una enzima de localizacidn
microsomal, la HMGB-CoA reductasa (277,278). Los cambios
observados en los niveles de actividad de la HMG-CoA
reductasa en condiciones de ayuno v posterior
realimentacicdn (279) se consideran suficientes para
explicar esta regulacidn mayoritaria. El comportamiento
en estas mismas circustancias de las enzimas implicadas en
la conversicdn del acido mevalénico a colesterol, indicaron
asi mismo, la existencia de puntos secundarios de control.

Gould y Swyr (280) encontraron descensos en la tasa
de conversidén del MVA a farnesil pirofosfato y de éste a
colesterol. Erishnaiah y col. (281) postularon un sitio
secundaric de regulacién posterior a la formacidn de
escualeno. Los estudios realizados por Wis (282) pusieron
de manifiesto una inhibicidén en determinadas condiciones
de la sintesisz de colesterol a partir de MVA y escualeno.
Takeuchi vy col. (283) confirmaron tambien estos datos.

Fuede resumirse pues, que existen al menos tres
sitios de regulacién de la biosintesis de colesterol,
posteriores a la accidn de la HMG-CoA reductasa. Se
consideran lugares secundarios de regulacidn va que los
cambios detectados en estas enzimas no son tan intensos Yy
réapidoe como las modificaciones sufridas por la reductasa
bajo andlogas condiciones (284) (Fig. 7).
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For otra parte en determinados tejidos ( rifién v
cerebro ) tiene lugar una conversidn significativa del
mevalonato a dcidos grasos y C0O, (28%5) habiendose propuesto
una via alternativa llamada  “"shunt" del transmetil
gluconato para explicar estos fendmenos.

El MVA no solo actua como precursor para la sintesis
de colesterol eino que, en experiencias realizadas con
cultivos de células, se ha comprobadec su papel en 1la

sintesis de diversos compuestos isoprenoides que, a
semejanza del colesterol, ={uly] necesarios para el
crecimiento celular y a su vez participan en un tipo de
regulacidn "feedback" multivalente de la HMG~-CoA
reductasa.

El MVA es convertido en tres productos finales : el
colesterol, el dolicol y la cadena poliisoprencide de 1la
ubuquinona (286). Es por tanto necesaria una produccidn
de MVA controlada de forma precisa para asegurar la
produccidn de los distintos productos finales de la via.

Este control coordinado parece conseguirse gracias a
ur tipo de regulacidn "feedback" acumulativo de la HMB-CoA
reductasa mediado por el colesterol contenido en las LDL,
junto con algun producto final del metabolismo del MV&,
que puede ser el mismo acido mevaldnico o bien algun
intermediarioc del "shunt" aunque esta ruta no ha sido
puesta de manifiesta en cultivos de celulas.

Se han indicado diferencias en el metabol ismo del
MVA en relacidn con el sexo, siendo las hembras de rata Y
la mujer las gue poseen una mayor actividad via “"shunt®
(287,288). Tambien se han apreciadc variaciones en la
actividad wvia ‘"shunt" en relacidn con la madure:z sexual
lo gque hace pensar gque las hormonas sexuales juegan algun
papel en la regulacidén del metabolismo del MVA (289).

1.C.3. Papel del higado en el métébolismo del colesterol.

El higado ocupa urna posicidn  central en el
metabolismo del colesterol, yva que es unc de los  drganos
en los cuales la sintesis es mas activa, como tambien
posee gran importancia en relacidn con  su conversian  en
dcidos biliares.
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La importancia de la colesterogénesis hepdtica en la
determinacidn de los niveles de colesterol en suero, se
pone de manifiesto por el hecho de que el colesterol
sErico estd en rapido equilibrio con el ‘“pool" de
colecsteral hepatico.

Estudios "in vitro" de incorporacidn de acetato a
esterocles precipitables con digitonina indican que es el
higado el que produce mayores tasas de incorporacidn,
aunaque el iledn tambien exhibe elevadas tasas de
incorporacidn. En el restao de los tejidos la
incorporacidn es bastante menor, calculandose que el
higado e intestino recogen un 20-977 del acetato marcado.

En estudios "in vivo" el higado sintetiza un 3S4% del
colesterol total del organismo. En condiciones de ayuno o
alimentacidn con colesterol, la sintesis de colesterol
hepatica se encuentra inhibida y en estos casos laos
tejidos extra hepaticos pueden llegar a producir hasta un
70-90% de la sintesis de colesterol total (278).

En pollo, estudios "in vitro" e "in vivo" confirman
que el higado es el organo mds importante de la sintesic
de lipidos. La incaorporacidn de MVA v acetato en cortes
de higado de pollo aumenta en los primeros dias de vida
hasta " loe 11-15 dias en los cuales se estabiliza (291).
Trée la eclosidn los niveles de sintesis son minimos
debido posiblemente al efecto inhibidor del colesterol del
saco vitelino socbre la colesterog#nesis hepatica. Tras su
reabsorcidn, se aumentan logicamente los niveles de
sintesics.,

Shah (292) encontrd resultados parecidos trabajando
con ratas lactantes, en las cuales la . sintesis de
colesterol estd inhibida por el colestercl de la leche
materna, aumentando la sintesis de este compuesto tras el
destete. El cambic dietetico producido, ademds de una
may or necesidad de colesterol para el higado en
formacidn,pueden ser las causas de este incremento.

Johneon v Skah (293) concuerdan con  los resultados
anteriores, concluyendo que el colesterol de la dieta
previene el incremento observado en la sintesis de
colesterol en el higado en desarrollo por supresidn de las
actividades de una o0 méds enzimas gue actuan entre MVA v
escualeno v entre este y colesterol. ’
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Sable-Amplis y Sicart en 1982 estudiaron el efecto
de una dieta con colesterol al 0,3% en higado e intestino
de cobaya, encontrando una velocidad mayvor de conversidn
i vitro" del MVA en higado que en intestino.

La sintesis hepdtica de colesterol posee un
significativo ritmo diwno (294,293), se aumenta por el
stress (294,296), por interrupcidén de la circulacidn
entero-hepatica (294), por alimentacidn con colestiramina
(297.298) vy es suprimida por ayuno (280,294,298,299). por
uwna alimentacidn rica en colesterol (297,298,300) vy por
alimentacidn con dcidos biliares (301,302).

La sintesis hepdtica de colesterol estd regulada asi
mismo por los niveles plasmaticos de las lipoproteinas.
Asi, ante un descenso del nivel de LDL el higado responde
aumentando la produccidn de receptores de LDL, asi como un
incrementc en la sintosis de HMG-CoA teductasa para
aumentar la propia produccidn de colesterol (303).

1.C.4. Fapel del cerebro en el metabol ismo del
colesterol.

El colesterol es el esterol m&s importante presente
en el sistema nervioso de un animal adulto, llegando a
constituir hasta un 10% de su peso seco, en contraste con
ptros drganos donde representa menos del 17 (304).,

La acumulacidn de colesterol en cerebro esta
asociada con la formacidn de las vainas de mielina en las
que se encuentra en concentracidn particularmente alta,
representando  2/5 de los lipidos totales existentes en-la
mielina (3035).

El colesterol presente en la mielina se encuentra en

constante intercambio con el existente en ctros
compartimentos del sistema nervioso, como lo demuestran
estudics realizados en rata en los gque se pone de

manifiesto que parte de colestercl de la mielina puede ser
sustituideo por otros estercles, entre ellos el 7-deshidro
colesteral.

Mediante experiencias  tante "in wvitro" como "in
viveo" se ha demnostrado que son las c2lulas gliales las
reponsabtiles de la sintesis de esteroles en cerebro {306)
giendo &l igual gue en otrog tejidos, en la fracecidn
microsomal v la soluble donde se realiza dicha sintecsis
(507 .
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En contraposicidn con el cerebro en desarrollo, el
cerebro del animal adulto posee una baja tasa de sintesis
(X008, 309) . En cambio, duwante el desarrollo el tejido
cerebral sintetiza activamente colesterol para la
constitucidn y mantenimiento de las vainas de mielina
(310) .

Mandel y Bieth {(311) encontraron una activa sintesis
"de novo" reflejada en el aumento de colesterol detectado
en cerebro de rata desde recien nacida hasta llegar a
adulta. Los precursores del colesterol se detectan asi
miemo en mayores proporciones en el tejido cerebral
inmaduro que en el de animales adultos. Durante el
desarrollo del cerebro, en embridn de pollo (312), rata
(313,314) y hombre (314) este tejido contiene desmosterol
ern niveles considerables. En distintas especies animales
se ha demostrado igualmente que la proporcién desmosterol/
colesterol disminuye de forma regular en relacidn con la
maduracidn cerebral y particularmente con la deposicién de

mielina (313, siendo el desmosterol practicamente
indetectable en el animal adulto. Este descenso en la

concentracidn de desmosterocl estd relacionada con el
aumento en la actividad desmosterol reductasa detectada al
comienzo de la mielinizacidn (316).

For otro lado, el colesterol est& presente en el
cerebro adulto casi exclusivamente en forma libre (317)
sin embargo en el cerebro en desarrcllo se encuentra una
pequefia proporcidn en su faorma esterificada. Se
detectaron ésteres de colestercl en medula espinal de
embridn de pollo, en cerebro de feto humano (318) en
cerebro de nifios recien nacidos (319) y en ratas durante
el proceso de mielinizacidn (307)

Volpe v col (320) postulan gque el desmosterol vy
colesterol esterificado juegan un papel importante en 1la
regulacidn de la biosintesis de colesterol durante el
desarrollo, diferenciacidan y mielinizacidén del sistema
nervicso. Eztos esteroles se encuentran tambien presentes
en tumores cerebrales en cantidades apreciables, debido al
aumento en la sintesis de esteroles en tejidos tumorales.

£l cerebro adultoc posee el complemento enzimatico

necesario para la sintesis de esteroles v dste es
same jante &l del higadao (320 zin embargo existe
dificultad en detectar biocsintesics en &l cerebro adulto.
Hellstrom Ry usando~acetato como precursor, detectd

incorporacidn de éste a colesterol en cortes de cerebro en
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rata adulta. En neonatos, la incorporacidn de este
sustrato a estercles excede incluso a los valores
gncontrados para el higado (323). Landutsch vy Saucier

(324) detectaron tambien una gran incorporacidén de acetato
y MVA marcados radicactivamente a esteroles en ratas
recien nacidas. La tasa de incorporacidn aumenta desde el
nacimiento hasta los 11 dias de edad para disminuir
posteriormente hasta los alcanzar los valores adultos.

Ramsey vy col. (307) apuntan la idea de que la
adminietracidn del precursor mediante inyeccidn
intracerebral puede indicar la verdadera capacidad del
cerebro para sintetizar colesterol, pues de esta forma se
aumenta el nivel del precursor disponible para la
biosintesic del cerebro y se elimina la dificultad para
atravesar la bartrera hematoencefalica.

La proporcidn de colesterol biosintetizado en pollo
a partir de precursores marcados indica que los esteroles

presentes en el sistema nervioso central =tuly]
mayoritariamente resultado de una sintesis enddgena (3I25).
Connor v col (3Z26) tras edperiencias en  las que se

inyectaban precursores marcados a la yema, concluyeron que
aunque la mayor parte del colesterel del embridn en
desarrollo procede del saco vitelino, el FO% del
colesterol cerebral procede de nueva sintesis.

Turley v col. (233) mostraron "in vive" una velocidad
de sintesis elevada en ratas de 14 dias, llegando a la
conclusidn de que aprovimadamente el 794 de los esteroles
precipitables Con digitonina eran resultadoc de una
sintesis enddgena.

Tante en pollo como en otros animales, una dieta
rica en colesterocl no afecta & los niveles de este
compuesto en cerebro (327,328). La resistencia del tejido
cerebral a la excesiva deposicidn de colesterol puede
atribuirse al bloqgquea ejercido por la bartrera
hematoencefalica (329) o al lento recambio del colseterol
ern el animal adulto(330).

El avuno v la malnutricidn poseen un efecto marcado
con respecto a la sintesis de colesterol en cerebro. Asi,

la tasa de deposicidn de colesterol en cerebro de ratas
lactantes ez reducida por la malnutricidan (331).  El ayuno
igualmente atfecta a la incorporacidn de precurseores

£y

marcados inhibiendola (332,



Con respecto al mecanismo de regulacidn, Kandutsch vy
col. (324) han indicado que posiblemente existe una
inhibicidn ‘“"feedback" en cerebro de ratones a nivel de la
HMG—-CoA reductasa, enzima que regula la biosintesis del
colesterol en ratones solo a partir del dia 11 despues del
nacimiento.

Marco y col. (333) indican que la actividad HMG—-CoA
reductasa de cerebro de pollo presenta variaciones
significativas & 1o largo del desarrollo embrionarioc vy que
los niveles de esta enzima en cerebro son muy superiores a
loe de los distintos drganos, aungue en los dias
inmediatos a la eclosidn aumenta la actividad reductasa en
higado e intestino.

Estudios de las variaciones en las incorporaciones
de MVA en estos animales (334) sugieren que los niveles de
actividad de varias enzimas implicadas en la conversidn de
este precursor 2 escualeno Y colesterol varia
coordinadamente durante el peiodo de mielinizacidn.

Edmon (333) comparando la actuacidn del
¢hidroxibutarato (BHR), acetoacetata, acetato y MVA, como
precursores de lipidos en el sistema nervioso , mostrd la
utilizacidn preferencial de los cuerpos cetdnicos sobre
los otros sustratos para la sintesis de lipidos en etapas
iniciales del desarrollc de la rata. Efectivamente,
mediante estudios tanto "in vitro" como "in vivo " se ha
demostrado la preferencia que el cerebro paosee sobre otros
drganos para utilizar los cuerpos cetdnicos ¥ glucosa para
la sintesis de d&dcidos grasos vy esteroles, siendo la
incarporacidn mayor desde cuerpos cetdnicos que desde
glucosa vy aun mas desde (-hidroxibutarato que desde
acetato.

Las enzimas necesarias para la utilizacidn del
acetoacetato son activas en cerebro de rata necnatal

F36,337) disminuyendo estas actividades con la edad hasta
el nivel adulto. Tradicionalmente se ha supuesto que la
mayor ruta de utilizacidn de cuerpos cetdnicos esta
localizada en la mitocondria; mas tarde se ha postulado 1a

wistencia de una ruta extramitocondrial (3I37,338)

De las experiencias llevadas & cabo por distintos
autores, resulta evidente que la uWtilizacidn de cuerpos
cetdnicos durante el periodo de lactancia, es preferencial
ern el periodoc de lactancia, siendo usados estos no salo
comc fuente de energia sino tambien de carbono para la
sintesic de lipidos {538,340 . Estas experiencias
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incluyen tambien las realizadas tanto "in vitro" como "in
vivo" en el polleo (341).

1.C.5. Frincipales enzimas implicadas en el metabolismo
del colesterol.

1.E.5.1. HMG—-CoA reductasa.

Esta enzima ha sido objeto de amplios estudios vya
que se ha puesto repetidas veces en evidencia que es el
punto de control principal en la biosintesis del
colesterol (323,432). Tanto es asi, gque la capacidad
colesterogénica de un tejido se ha medido tanto por la
velocidad del tejido en la utilizacidn de un determinado
precursor del colesterol como por la actividad HMG-CoA
reductasa '

Han mostrado actividad HMG-CoA reductasa numerosos
tejidos de mamiferos, como higado, intestino y cerebro
(343) . Asi miemo tambien ediste actividad reductasa en
cultivao de fibroblastos (344) y linfocitos humdnos (345)
asi como en cultivos de distintas lineas celulares (346).

En higado de rata 1la actividad reductasa esta
localizada en la fracccidn microsomal vy dentro de esta
fraccidn, wn 80% de la enzima estd asociada con la
fraccian correspondiente al reticulo endoplasmatico liso,
aparato de Golgi vy membrana plasmidtica (347). Mas
recientemente se ha sefialado que el reparto en la fraccidn
microsomal no es homogeneo, presentandose fundamentalmente
en secciones del reticulo endoplasmatico rugoso con
ribosomas de baja densidad (348).

Beg (349) Y Tanaka (330) refiriendose a la
purificacidn y caracterizacidn de la HMG-Cof reductasa de
higado humano apuntan gque la enzima es un mondmero de FM
apiradimado de 50,000, “In vivo" parece encontrarse
formando wn dimero de FM 104,000, Su  estructura es
parecida & la enzima de vrata, yva que es precipitable con
anticuerpos extraidos de estos roedores.:

Ha quedadc establecido que la mayor proporcidn de
actividad HMG-CofA reductasa se encuentra en la fraccidn
microsomal (351), por tanto, esta se presenta acompaiiada
de una serie de membranas vy elementos extrafios que
logicamente condicionan su  actividad. El proceso de
solubilizacidn pretende la separacidn de la enzima de 1a
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membrana vy para ello se han utilizado diversas técnicas
como la utilizacidén de desoxicolato, procedimiento que
resulta poco reproducible (352).

Browns vy col. (F53) han descrito procedimientos de
congelacidn rédpida de los microsomas en nitrogeno liquido.
Heller vy Gould {354 ) los congelan lentamente vy los
liofilizan despues, consiguiendose con estas técnicas una
solubilizacien de un 20 a 3074 de actividad reductasa
microsomal presente en un principic. El tratamiento con
fosfolipdsa de preparaciones crudas de veneno de serpiente
solubiliza hasta un 90% de actividad, e incubando con ClK
4mM a temperatura ambiente se solubiliza mds del 804

(353). Bi se combina el tratamiento del ClK con la

congelacidén— descongelacidén se puede incrementar aun mas
el rendimiento (353).

Fhilipp y Shapirc (353) someten a los microsomas a
un fuerte chogque idénico con 2,6 M incuban a 60°C vy
realizan centrifugaciones a 105,000 x g & temperatura
ambiente, soclubilizando de este modo hasta el 904 de la
actividad microsomal. :

De todos los procesos y métodos descritos por los
distintos autores parece .desprenderse la idea de que la
solubilizracién puede incrementar la accesibilidad del
sustrato a la enzima cuando la estructura de la membrana
esta total fu] parcialmente desorganizada.
Alternativamente, las moleculas existentes pueden pasar a
formas mase activas o bien inhibir la actividad reductasa
durante la solubilizacidn (356).

Con respecto a los cambios en la actividad a lo
largo del desarrollo, Aragén y col (357) abservaron en
rata urm  aumento en la actividad de la enzima en cerebro
completo desde el nacimiento hasta los diez dias, para
dieminuir posteriormente hasta valores adultos.

Eandustsch y Saucier (324) en sus experiencias sobre
actividad reductasa e incorporacidn de acetato y MVA,
concluyeron que la HMG-Cof reductasa regula la tasa de
cintesis de esteroles desde acetato enratdn soclo a partir
del 11 dia despues del nacimiento en adelante.

Maltese v VYolpe (358) por el contrario demostiraraon
que la actividad especifica de la reductasa disminuye

decsde el 4° dia del nacimiento , mientras que si nMos
referimos al cerebro completo, esta aumenta como cabria
esperar en base al gran incremento en el contenido en
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colesterol en cerebro durante este periodo.

Se ha sugerido (358) que la regulacidn de 1la
reductasa & nivel de la eficiencia catalitica puede ser de
particular importancia en el desarrollo del cerebro. Esta
sugerencia es compatible con el hecho de que el periodo en
gue la capacidad de activacidn de la reductasa es mavor
(de 4 a 10 dias) se correlaciona bien con el periocdo en
que la incorporacidn de aetato a colesterol es mdas activa
en el desarrollo del cerebro de ratdn (324).

La elevada sintesis del colesterol en el cerebro en
desarrollo en comparacidan con el adultoc s=se relaciona
tambien con las altas actividades observadas en cerebro de
ratas jovenes en comparacidn al adulto (359). Esta
premisa puede tener influencia directa en el procesc de
mielinizacidn vya gue se ha sugerido que la disponibilidad
de esteroles en el cerebro es la etapa limitante en la
formacidn de mielina, estando adem&s de acuerdo con la
observacidn de la capacidad de colesterogénesis en ratones
mutantes que presentan una mielinizacidn defectiva. En
estos ratones, tanto la capacidad de sintesis de
colesterol a partir de acetato como de actividad reductasa
estd muy disminuida con respecto a los controles (324).

De los estudios realizados en periodo perinatal en
rata (360,361) se deduce gque en la actividad reductasa de
higado fetal existen dos picos de actividad, unoc a los
cuatro dias antes del nacimiento y otro tras el destete,
debido a la interrupcidn de los niveles de colesterocl en
suero debidos a la leche materna.

En cerebro (360) se observa un pico maximo a los 4
dias tras el nacimiento, etapa gque coincide con la maxima
mielinizacidn, concluyvendose que la actividad enzimdtica
parece estar relacionada con las demandas fisioldgicas de
cada tejido para la sintesis de colesterol, no existiendo
una reqgulacidn coordinada.

Monamara v col. (Gbl) apuntan & su  veEz gque esg
improbable gue el patrdn de reductasa se deba a la
concentracidn de colestecnl hepdtico, €ino que es causado
fundamentalmente por factores dietarios.

Los estudios realizades en pollo durante el periodo
postnatal por Alejandre y col. (362) demuestran gue el
patrdn de desarrollo observado en la reductasa de cerebro,
higado e intestino es distinto. En cerebro la enzimsa
presenta elevados niveles de actividad, pero no varia

73



apreciablemente durante las dos primeras semanas de vida
postnatal. For su parte la enzima hépatica presenta
niveles minimose de actividad a los 4-5 dias alcanzando
posteriormente niveles superiores a los de cerebro. En
intesting tambien se produce un aumento de actividad hacia
loe 4 o S dias, aungue los valores maximos alcanzados en
gste caso son menores que los de cerebro. En intestino e
higado 1los cambios se relacionan con las condiciones
nutricionales, mientras la enzima de cerebro actua al
igual gue en rata independiente de los fatores
nutricionales.

La HMG-Cof reductasa estad sametida a control por una
serie de sefialese figiocldgicas que basicamente suministran
informacidn sobre la necesidad de nueva sintesis de
colesterol. Este control. puede resumirse segun vemos en
la Fig. 8, en dos categorias:

&) una regulacidn a "largo plazo" de la cantidad de
proteina enzimatica modificando €l equilibric entre la
sintesis ¥y la degtradacidn (parte superior del esquema.

b) una regulacidn & "corto plazo" de la actividad
catalitica de la enzima existente {(parte inferior).
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Modulacién covalente

LLa modulacidn covalente consiste en un mecanismo de
activacidn-inactivacidn de la HMG~CoA reductasa
consistente en la fosforilacidn de la enzima que daria
lugar & su inactivacidén, mientras que la defosforilacidn
daria lugar a su activacidn (Fig. 9.

La primera evidencia de este sistema de regulacidn
fue publicada por Beg y col. en 1973 (363). A partir de
entonces numerosos investigadores apoyaron esta hipdtesis,
aunque recientemente es tema de controversia. T Asi,
Goodwin y Margolis (364), Rerndt y Gaumert (3635) y Berdt v
col {366) apoyaron la idea de la actvacidn por modul acidn
covalente. Shapiro v col (367), Chow vy col. {368) vy
Bt owr v col. (369) confirmaron este sistema de
inactivacidn dependiente de ATF-Mg.

La actividad enzimdtica podria recstaurarse pot
incubacidn con una enzima citoplasmdtica en presencia de
EDTA (370) o bien mediante uwna fosfoprotein fosfatasa
hepatica parcialmente purificada (371). Se demostrd mas
tarde la existencia de una HMGB-CoA reductasa fosfatasa
(372) vy una HMG-Cof reductasa cinasa (370) ambas
citoplasmaticas, que intervendrian en el proceso de
activacidn—inhibicidén de la reductasa microsomal. 6 su
ver, estas enzimas citoplasmaticas serian suceptibles de
convertirese en formas activas e inactivas por un mecanismo
de fosforilacidn vy defosforilacidn, convirtiendose el
procesc en uwn modelo sofisticado de biosintesis de
colesterol. ’

Marcando con’F el ATF, tendria gque incorporarse a la
enzima lo que llevaria a una perdida de atividad.
Efectivamente esto se cobservd, a la ver que la proteina
citoplasmatica activadora se inhibia por idn fluoruro
(inhibidor de las fosfatasas) por lo que se apuntd que 1la
proteina citoplasmatica activadora seria una fosfatasa.

Ern 1979 BReg 73 aisla la proteina inhibidora
citoplasméatica v la llama reductasa cinasa, purificandola
en micrasomas v citoplasma. Todas estas experiencias san
llevadas & cabo "in wvitro" v con enzima solubilizada.
Gibson estudia el efecto de la insulina v del glucagdn
(374), contirmando gue la insuwlina es hipercolesterolémica
va gue produce una perdida de fosforo de la reductasa v de
la reductasa cinasas por el contrario el glucagan
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fosforila ambas enzimas siendo por tanto
hipocolesterolémico.

El sistema reductasa cinasa— reductasa fosfatasa ha
sido identificado en higado de una gran variedad de
vertebrados incluyendo al humano (375). Avignan vy Beg
(376) han demostrado la fosforilacidn reversible de la
reductasa y la reductasa cinasa en extractos de piel
humana y mas recientemente en higado humano (377).

8in embargo Brown vy Goldstein (378) estudian "in
vivo" la razdn entre las formas fosforilada (inactiva) vy
la defosforilada (activa) en situaciones de stress, dieta
con colesterol, colestiramina vy en el +itmo. Esta
relacidn segun estos autores no varia llegando a la
conclusidn de que la modulacidén covalente no existe vy
apuntando que en estos casos la variacién se produce en la
sintesie de la enzima.

Otros autores apuntan que el ritmo circadiano es
debido a sintesis de enzima y que el mecanismo de
modulacidn covalente existe en estados especiales y en

periocdas muy cortos v a continuacidén se inhibe o activa la
sintesis.

Regulacidn a nivel de membrana

El conternido en colesterol de las distintas
membranas celulares puede ser variado experimentalmente vy
esto lleva a cambios en la fluider de la membrana (379).

Algunos autores (380) consideran que la fluidez de
la membrana est& relacionada con sus componentes quimicos,
fundamentalmente con el colesterol o con la relacidn

colesterol /fosfol ipidos. El colestercl, debido a su
estructuwra seria el componente que infundiria rigidez a la
membrana. . Esta hipdtesies de modulacicdn de la actividad

reductasa por cambios en la fluider de la membrana es
tambien tema de controversia.

Sabine vy James (3B1) apovyaron la hipdtesis a partir
de sus trabajos por modificacidn de la temperatura gue
atecta logicamente a la fluidezr de los lipidos de la
memnbrana v que se relacionaron con cambios en la actividad
HMG-Cof reductasa.
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Mitropoulos vy col. (382) apoyan la hipotesis de
Sabine vy proponen que la actividad reductasa esta regulada
por cambios en la concentracidn de colestercl libre en el
entorno lipidico de la enzima, lo cual produciria cambios
immediatos en su actividad vy propiedades. Esto podria
provocar tambien cambios en la concentracidn de la enzima
debidos a alteraciones en 1la sintesis enzimatica o a
cambios en la tasa de asociacidn de la enzima a la
membrana alterada por la concentracidn de colesterol
libre.

Alejandre y col. (383) encuentra en pollo tras la
suplementacidn de la dieta desde el nacimiento con
colesteraol, i aumento en la relacidn mol ar
colestercl/fosfol ipidos en microsomas que se relaciona con
la digminucidén de actividad HMG~CoA reductasa observada en

el mismo tratamiento. Asi mismo, se ha demostrado la
evistencia de una estrecha relacidn entre una dieta
"ehogque" rica en colesterol vy la inhibicidn de 1la

reductasa producida por los cambios en la relacidn molar
colesterol/ fostolipidos observados va & las 7 h. de
tratamiento (384).

S8in embargo, otros auvtores (383) no correlacionan
estos hechos. Asi Baquir v BRooth (38B6) no implican el
aumento de esteroles en los microsomas con una disminucidn
de actividad reductasa.

Modulacidn por distintos efectores

La HMG-CoA reductasa es controlada por el estado
nutricional y hormonal de los animales (3435,344).

l.a administracidn de caolesterol a animales intactos
(362,386,387), fibroblastos (361) o hepatocitos aislados
de rata (388), produce una inhibicidn de la actividad
reductasa v de la incorporacidén de acetato & esteroles.
El colesterol actua pues como regulador de la actividad
HMG-Cof reuctasa a traveés de un mecanismo “"feedback".

La regulacidn de la HMG-CoR reductasa es un
mecarismo homeostatico para mantenar caonstante el
contenido celular de esteroles (389,390), por lo gue un
aumento en la concentracidn intracelular de colesterol
llevaria consigo una disminucidn de actividad enzimatica.
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Efetivamente la actividad HMG-CoA reductasa s
afecta por los esteroles sintetizados enddgenamente tanto
"in vitro" como "in vivo" (391). La disminucidn de 1la
actividad reductasa puede deberse a la inactivacidn de la
gnzima preformada (389). 8in embargo algunos autores no
han podido demostrar un efecto directo del colesterol
sobre la HMG-CoA reductasa en preparaciones enzimdticas
(342,387).

Actualmente el tema estd centrado en la regulacidn
de la actividad reductasa pot lipoptroteinas,
fundamentalmente en fibroblastos y cultivose de distintos
tipos celulares. Cuando en los cultivos celulares existen
LDL presentes en el medio (392,393) las células en cultivo
expresan baja actividad reductasa por supresidn aparente
de eintesis de moléculas enzimaticas (394). 6i en el
medio de cultivo se han eliminado las LDL se produce un
aumento de HMG-CoA reductasa que vuelve a suprimirse hasta
en uwun 98% si de nuevo se incorporan LDL al medio
(393,395, 396) .

S ha sugerido que las células requieren das
productos derivados del MVA para suprimir la actividad
reductasa. Urno, el colesterol que es necesarioc a niveles
muy elevados vy se abastece bien por medioc de LDL o bien

calesterol sintetizade enddgenamente desde MVA  (389,390).

El otro producto, necesarioc en menor cantidad puede ser el
MVYA o algun producto de su metabolismo (397).

Cuando las LDL estan ausentes del medio de cultivo,
la mayor parte del MVA es incorporado a colesterol (397).,

s1 estas estan prezsentes la reductasa se inhibee
parcialmente v el MVA formado se desvia & compuestos no
ecstercidicos fundamentalmente ubiqguinona (395). L.a
adicidén pues de LDL suprime actividades de enzimas

distales & la formacidn de MVA, como escualeno sintetasa
(398), aunque de forma mucho mencos rapida que en el caso
de la reductasa (394,398). Estos mecanismosg de desviacidn
del MVYA a la ruta no esterocidica y los de la supresidn de

la reductasa parecen ser coordinados (393).

Brown v Goldstein (397) proponen un mecanisemoc de
regul acidn “feedback" multivalente para la HMG—-Cof
reuwctasa, existiendo wun punto primaric de accidn  del
colesterol derivado de LDL & nivel de HMG-Cof reductasa vy
un lugar secundario de accidn del colesterol-LDL & nivel
de la conversidn del farnesil pirocfosfato a escualenao. El
farnesil, =l dolicol yv la ubiguinona podrian actuar Como
regul adores no estercidicos de la HMG~CoA reductasa.
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Estudiando el efecto de las hormonas sobre la
actividad HMG-CoA reductasa hepdtica, se ha observado que
la insulina tiene un efecto hipercolesteroclémico. Despues
de invectar insulina a ratas normales se elevan tanto la
actividad reductasa como la sintesis de colesterol (399).
Sin embargo, las ratas diabéticas poseen actividad
reductasa muy baja , observandose que la estimulacidn de
reductasa por medio de insulina se bloguea parcialmente
por glucagdn. Al parecer, el glucagdén actua limitando el
incremento de actividad reductasa iniciado por otras
horménas (400) .

Entre las hormonas del tiroides, la triyodo tironina
estimula la actividad reductasa, siendo necesarias 3 o 4
horas para que se noten sue efectus y persistiendo estos
32 horas mas (401).

For otro lado, la noradrenalina inhibe la secrecidn
de colesterocl vy lipoproteinas, aumetando la actividad
reductasa. En lo que se refiere a hormonas sexuales ., los
andrdgenos, la pragesterona vy los estrogenos pueden
suptrimir la actividad reductasa cuando se afiaden al medio
de cultivo de fibroblastos humanos (402), o bien cuando
son ingeridos o inyectados en rat v monoc (403,404).

En resumen se puede concluir que la informacidn
existente con respecto a la regulacidn hormonal no ofrece
una explicacidn adecuada.

1.C.5.2. Mevalonato cinasa.

L.a conversidn - del mevaldnico a isopentenil
pirofosfatoc (Ip-FF) se produce mediante tres reacciones.
lLas dos primeras, dosg fosforilaciones qgue suponen la
conversidn del MVYA a é&dcido fosfomevaldnico (FMVA) vy de
este & &cido pirofosfomevaldnico (FEMVA) , estan
catalizadas respectivamente por las enzimas MVA cinasa y
FMVA cinasa. La tercera reaccidn catalizada por la enzima
FFMVA descarboxilasa consiste en uwuna deshidratacidn vy
descarboxilacidn dependiente de ATF en la que el FFPMVYA ec
convertido en isopentenil pifrofosfato.

Emn el afic 1960 Levy v Fopjak {405) indicaron la
formnacidn  de FMVA v PPFMVA & partir de MYA v ATF en higado
de cerdo. l,aa mevalonato cinasa de este origen fue

puwrificada unas cien veces, demostrando ser uwna enzima con
grupog sulfhidrilos en su centro activo, que requiere ATF
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de forma especifica como nucledtido. La concentracidén
dptima de ATF dependia a su vezr de la concentracidn de
iones MJQprasentes en el medio de incubacidn.

La enzima de higado de cerdo purificada tambien por
Dorsey vy Forter en 1968 (406) era inhibida de forma
selectiva por los ésteres fosfdricos geranil pirofosfato Y
farnesisl pirofosfato. La fosforilacian del MVA
catalizada por la enzima purificada de higado de cerdo
parece ser un procesco secuencial donde todos los sustratos
tienen que reacionar con la enzima antes de que el
producto sea separadao (407).

En higado de rata, Slakey y col (279) han indicado
que tanto la mevalonato cinasa como la fosfomevalonato
cinasa no sufren variacidn en condiciones de ayunao ni
existe ritmo circadiano en la actividad de dichas enzimas.

Ramachandran y Shah (408) han puesto de manifiesto
que tanto la mevalonato cinasa como la fosfomevalonato
cinasa muestran un requerimiento especifico de ATF asi
como la presencia de iones Mﬁzpara st actividad optima.
No observaron variaciones a lo largo de la edad en la
actividad de ambos enzimasz, aunque los valores de la Km de
la mevalonatoe cinasa se fue incrementando ligeramente
desde el segundo dia de vida hasta el S3. ' '

En paollo, la enzima cerebral se localiza
fundamentalmente en la fraccidn soluble obtenida tras
centrifugacidn a 105,000 x g obteniendo ur valor

aprovimado de Km de 205 (409). La enzima hepatica sufre
urn incremento pronunciado de su  actividad tal Yy Como
ocuwre en otras enzimas lipogendticas  (410):; por el
contrario la enzima cerebral matiene uwuma actividad
constante a lo largo del desarrollo postnatal (411).

Ramachandran y Shah (412) investigando la actividad
enzimatica en ratas lactantes y posteriormente destetadas
no encontraron variaciones en la actividad de la enzima
hepatica, ni tampoco al suministrar una dieta suplementada
con colestercl &l 1%. Jabalguinto y Cardemil (413) por el
contraric si han descrito un descenso significative en las
actividades mevalonato cinacsa y fosfomevalonato cinasa en
higado de rata alimentadas con colestercl al 2%, asi  como
en ratas ayunadas o hechas diabeticas.

Gonzale:z Facanowska v col. (4117 57  observan
disminucidn de la actividad mevalonato cinasa hepatica de
pollo =g condiciones de ayuno vy suplementacian  de
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colesterol a la dieta, asi cdmo un incremento de actividad
en caso de suplementacidn de colestiramina.

Garcia—Martinez Y col. (414) purificaron
parcialmente la mevalonato cinasa hepdtica de pollo recien
nacido  encontrando unos valores de km de 0,01 mM para el
&cido mevaldnico vy 0,25 oM para el ATP. Esta enzima
parcialmente purificada muestra una especificidad absoluta
para el ATF. EI1 MA2 & bajas concentraciones (0,1-1,0 mM)
resulta ser mejor activador que el Mg . mientras gue a
mavores concentraciones el Mn produce una clara inhibicidn
de la mevalonato cinasa. Asi mismo la adicidn de EDTA con
o sin iones metalicos, inhibe claramente la reaccidn
enzimatica.

En fibroblastos, una alimentacidn con colesterol al
17 supuso uwna inhibicidn de las activadades mevalonato
cinasa y fosfomevalonato cinasa hepaticas, auque el efecto
del colesterol "in vivo" no pudo apreciarse (413).

Con respecto a la modulacidn, se ha puestc de
manifiesto el papel inhibidor de las LDL. Efectivamente
en cultivos de células ovaricas de hanmster, la
eliminacidn de 1lipidos del medio de cultivo origina un
incremento significativo de actividad. Este incremento
era impedido mediante la adicidén ‘de LDL o 23-
Hidroxi—-colesterol al medio {(416).

Mitchell v Avignan (415) obtuvieron resul tados
seme jantes trabajando con cultivos de +ibroblastos de piel
humana en los cuales se obserbava un  incrementoc de
actividad mevalonato cinasa tras la adicidn al medio de un
suerc desprovisto de lipidos. Asi mismo la adicidan de
demecolcina, uria droga que interfiere el ligamiento
celular de las LDL, causd tambien un aumento de actividad
de la mencionada enzima.

A partir de todos estos datos se ha propuesto gue
determinadas enzimacs, ademés de HMG-CoA reductasa pueden
tener un papel en la regulacidn fisicldgica de la sintesis
de esteroles.

Ern condiciones de hiperfenilalaninemia inducida a
embriones de pollo dwante el periodo de mielinizacidn, la
actividad mevalonato cinasa tanto de higado como de
cerebro no mosterd diferencias con respecto a los conuvroles
(109
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1.E.5.3. Fosfomevalonato cinasa.

La caracterizacidn de la fosfomevalonato cinasa fue
llevada & cabo po Henning vy col. en autolisados de
levaduras (417). lLa enzima purificada demostrd gue la
reaccidn en presencia de un exceso de ADF era reversible.
Esta reversibilidad fu& puesta de manifiesto por Helling vy
Fopjak (418) utilizando enzima de higado de cerdo. Esta
enzima en presencia de iones Mdﬂexhibia un pH dptimo de
actuacidn de 7,3.

Slakey y col {419) pusieron de manifiesto la
formacidn de FPFMVA a partir de MVA, la cual se
incrementaba por adicidn de FK, un inhibidor de las
fosfatasas.

En rata se ha abservadao un aumento de
aproximadamente S04 en la actividad de la enzima hepatica
en ratas destetadas con respecto a las lactantes (412).
La actividad cerebral sin embargo no mostrd cambios
significativos a lo largo del desarrollo.

Bhat y Ramasarma (108) como va hemos indicado
anteriormente, pusieron de maifiesto que en ciettas
condiciones de preincubacidn se producia una inhibicidn de
la actividad enzimatica de higado de rata por ciertos
compuestos fendlicos y feniliceos. Los dcidos ferdlico,
isoferdlico, p-cumarico vy m—-cumé&rico inhibian competi-
tivamnete a la enzima.

Los resulatdos obtenidos en pollo, indicaron una
ausencia de variacidén a lo largo del desarrcllo postnatal

en la enzima hepdatica {(410). En cerebro y en rifidn la
enzima tampoco parece presentar variaciones a lo largo del
desarrollc(420). Sin embargo estudios posteriores

llevados a cabo por Gonzalez Facanowska y col. (411) han
puesto de manifiesto que asi como la FPMVYA cinasa de
cerebro mantiene su actividad constante a lo largo del
desarvollo postnatal, la FMVS cinasa obtenida de higado
duplica su actividad durante las dos primeras semanas de
vida.

Estos Ml Smos auvtores Far mostrado que la
suplementacidn con colestiramina al 3% desde la eclosidn
origina un incremento de la actividad en higado (411).

Asi mismo la suplementacidn de 5% de colesterol a una
dieta estandar origina en higado una disminucidn suave de
laszs enzimas fosforilantes del mevaldnico aunque de forma
menos intensa gque en el caso de la enzima pirofosfo
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mevalonato descarboxilasa (421).

1.C.5.4. Firofosfomevalonato descarboxilasa.

La descarboxilacidn del &dcido S—-pivrofosfomevalonico
para dar lugar & la formacidn de isopentenil pirofosfato
ha sido puesta de manifiesto en diversos origenes tales
como bacterias por Suzue vy col.,levaduras por Lynen vy
plantas por Chestertdn, asi como en animales superiores.

Ramachandran vy Shah (412) trabajando con [1-%ca1 mva
mastiraron un  descenso pragresiva en la actividad
descarboxilasa & lo largo del periodo de lactancia en
higado de rata seguido de un aumento en la actividad tras

el destete. Este cambio era extremadamente parecido al
patrén obtenido en la incorporacidn de MVA & lipidos
insaponificables (422). La alimentacidn tras el destete

con una dieta suplementada con colestercl al 1% impide el
aumento esperado en la actividad.

Estos resultados parecian sugerir que la
descarboxilacidn del dcido mevaldnico constituia un paso
limitante tanto en animales lactantes como en destetados vy
que los niveles bajos de actividad descaboxilasa hepatica
en ratas lactantes estarian asociados al colesterol
contenido en la leche materna. Esta +Ffue la primera
sugerencia del papel gue juega la pirofosfomevalonato
descarboxilasa en la regulacidn de 1la biosintesis de
estercles.

Slakey Y col. (279) informaron de la
susceptibilidad de la descarboxilasa hepdtica al ayuno
indicando que la realimentacidn restaura la actividad
obteniendose valores superiores incluso 2 & 3 veces los
iniciales. Durr (423)tambien estudia el efecto del ayuno
sabre la actividad enzimatica de higado, yeyuno y tejido
adiposo, ocbservando una reduccidn en la cantidad de C%
desprendido.

lL.os estudios de Rhat y Ramasarma (108)muestran, como
Va hemos indicada anteriormente, gque determinados
compuestos fendlicos vy fenilicog podian ejercer una
inhibicidn sobre esta actividad enzimdtica.la presencia de
la estructura fenil-vinilo parece ser fundamental para
esta inhibicidn . Los acidos p-cumarico, isoferdlico v
feridlico ejercian una significativa inhibicidn sobre la
descarboxilasa. Tambien poseian efecto inhibidor la fenil
alanina, el Afenillactico W el fenilpirdavico. La
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inhibicidn dependiendo del compuesto podia ser competitiva
o no competitiva.

Estos autores indicaron la existencia de un ritmo
diwrnoc en la utilizacidén de [2J4CJ MVA para la biosintesis
del colesterocl yv en la liberacidn de CO,a partir de [1-"c3
MvAa (424). Realizando medidas directas de la actividad
descarboxilasa obtuvieron diferencias significativas entre
lag doce de la mafiana vy las doce de la noche. En
contraposicidn Slakey vy col.(279) tras realizar medidas
directas de la actividad descarboxilasa hepatica
concluyeron que no existen variaciones en relacidn con la
hora del dia. Jabalquinto y Cardemil apoyan tambien estas
afirmaciones (4235) negando la existencia de un ritmo
circadiano. Mas tarde Gonzalez Facanowska tampoco
encuentra ritmo circadiano trabajando con pollo (411).

Los niveles hepéticos de actividad disminuyen tras
suministrar a ratas una dieta con colesterol al 2%,
someterlas a ayuno durante 48 h. o inducirles una
diabetes experimental (413) . La alimentacidnm con una
dieta con colestiramina al 3% incrementa la actividad.
Estos resultados junto a los encontrados por otros autores
paraecen indicar la existencia de variaciones coordinadas
en la actividad de diversas enzimas implicadas en la
canversidn de acetil-CoA a escualeno.

Con respecto al sexo e han indicade diferencias
(413) siendo mayor la actividad hepéatica en hembras.

La puwificacidén parcial de la FFMVYA descarboxilasa
se ha llevado a cabo en latex de Hevea brasilensis, higado
de cerdo e higado de rata esta ultima bastante inestable
(426) . En higado de pollo e ha purificado esta enzima
obteniendose una forma altamente purificada v muy estable
(4327 . La enzima aparece como un dimero de FM=85, 400 que
no requiere la presencia de protectores -~8H para su
actividad o estabilidad. 5in embargo es imprescindible
para una actividad efectiva la presencia especifica de ATF

asli como de lones Md’. EL pH dptimo se encuentra entre 4

v 6.5, Los valores de Em fueron 00,0141 mM para el FPFMVA vy
0,304 aM para el ATP.

Gaonrzraler PFacanowska vy cal. (411) han indicadoc que

la FFMVA descarboxilasa de higado de pollo aumenta en diez
veces su actividad dwante las dos primeras semanas de
vida. En cerebro la actividad FFMVA descarboxilacsa
permanece  practicamente constante & lo largo del

desarrollo postnatal.
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Con respecto al desarrollo embrionario del pollo,
Marco vy col. (234) han sefial ado que la FFMVA
descarboxxilasa muestra un aumento acusado en sus niveles
de actividad entre los dias 13 y 18 de incubacidn,
disminuyendo posteriormente. Este aumento , que se
carresponde con los niveles de colesterocl libre en el
cerebro, sugiere que la descarboxilacidén del FFMVA juega
en cerebro de embridn de pollo un papel regulador en  la
conversidn de MVA a colesterol

La regulacidén de la actividad por parte de i1as LDL
(493) ha sido apuntada tambien vya que en culiivos de
fibroblastos de piel humana, la sustitucidn del suero
completo por otro desprovisto de 1lipidos origina un
aumento de 1la activided enzimatica. Las LDL parecen
actuar inhibiendo la PFMVA descarboxilasa aungue en  menor
medida que la HMG-CoA reductasa.

For wltimo hemos de resefiar que en condiciones de
hipertenilalaninemia inducida & embriones de polloc (109)
en el periodo de mielinizacidn mientras las actividades
HMG-CoA reductasa, MVA cinasa y PMVA cinasa, no muestran
variacionesg significativas con resepecto & los controles,

la FFMVA descarboxilasa de cerebro muestra una
gignificativa inhibicidn con respecto a los controles.
Las exdperiencias llevadas & cabo en higado en lag

anteriores condiciones no muestran variacidn en ninguna de
las enzimas mencionadas anteriormente.
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De acuerdo con  los antecedentes bibliograticos
expuestos y con los trabajos desarrollados previamente en
nuestro Departamento, el objetivo principal de la presente
Memoria ha sido un mejor conocimiento de los mecanismos
moleculares responsables de la hipomielinizacidn gue
acompaiia a la hiperfenilalaninemia.

Hemos abordado el estudio mediante experiencias "in
vitro" e "in vivo" v nos hemos centrado en las etapas de
la hbiosintesis del colesterol correspondientes a 1la
sintesis, fosforilacidén y descarboxilacidn del dcido
mevaldénico, por su  importancia en la regulacidn de este
proceso.

Los objetivos detallados se expresan a continuacidn:

1) Estudio "in vitro" del efecto de la fenilalanina
v sus metabolitos sobre las actividades enzimdticas MVA
cinasa, FMVA cinasa vy FFMVA descarboxilasa de higado vy
cerebro de pollo, en experiencias llevadas a cabo con o
sin preincubacidn vy a diferentes concentraciones de
inhibidor.

2%) Dhservacidn del efecto de una mezcla de
fenilalanina vy sus metabolitos & concentraciones mas
fisioldgicas sobre las actividades FPMVA descarboxilasa vy
HMG-Cof reductasa de higado ¥y cerebro.

Ze)  Obtencicn de un modelo de hiperfenilalaninemia
experimental en pollos y estudio de las actividades FFMVA
descarboxilasa vy HMB~CoA reductasa en higado y cerebro de
dichos animales.
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2. A. Material
3.A.1.~Material Riologico

Se han utilizado pollos machos de la raza Leghoirn
blanca ( Gallus domesticus) que fueron alimentados “ad
libitum" con dieta comercial estdndar o con dieta espeacial
segun los casos.

Las experiencias descritas se realizaron durante el

periodo postrnatal & los 9 y 14 dias de edad tras 1la
eclosidn.

3.A.2.~Acondicionamiento y alimentacidn de los animales

Los pollos fueron suministrados por la empress
Avigrana S.A. el mismo dia de su nacimiento y durante la

ultima temporada por la granja "Los Arcangeles" de Alcali
de Henares.

Fueron instalados ern una habitacidn termostatizada
alojandose en jaulas que contenian aprodimadamente 25
pollose cada una. La temperatura se mantuvo constante
entre 28 vy 30 "L asi como el ciclo de iluminacidén
producido mediante tubos fluorescentes cuyo funcionamiento
estaba controladoc por un temporizador eléctronico que
provocaba un periodo  luminoso durante las 9 a.m. hasta
las 7 p.om. La renovacidn de aire se mantuvo gracias a  la
instalacidn de un ventilador de twbina.

Los animales fueron alimentados conm una dieta
estandar, marca Sander, tipo ALO, cuya compasicidn
centesimal fue la siguiente:

Cereales a. i nn ettt it nennnanhd
Subproductos vegetales. . o.w... b

Tortas vegetales. . v i v we .. 20
Harinas animales. v e e nnwneee. 4
fAlfalfa deshidratada. .o venee.. &
Corrector minero-vitaminicO. . ...

Total 100



La dieta especial suministrada en determinados casos
fue la estandar suplementada con L—fenilalanina (Fluka
Garantie) al 8% yo-metil fenilalanina(Fluka BGarantie) al
0,4% como inhibidor de la fenilalanina hidroxilasa. La
dieta sdlida asi preparada fue mezclada hasta presentar un
aspecto homogeneo vy suministrada & los animales "ad
libitum".

En el caso de la dieta liquida se prepard afiadiendo
al agua de bebida fenilalanina en un porcentaje de 104, vy
ametil - fenilalanina al 0,8%. . Se procedid a la
soglubilizacidn de las citadas sustancias vy se les
suminietrd como dnica fuente de bebida.

JF.A.3.-Aparatos e Instrumentacidn.

Las pesadas tantoc de reactivos como de material
bioldgico se realizaron en balanzas Sartorius (Pmax=160 g.
d= 0,1 g.) y Mettler H20T (Fmax=160 g. d=0,01g.)

Fara la medida del pH se utilizaron pHmetros Rekman
Evpandomatic 8%-2 {(pH =+ 0,3) y Radiometer pH M 84 (pH +
G, 001).

La homogenizacidn tisular gse llevd a cabo en un
“Fotter" mecdnico (MSE) proviseto de un pistilo recubierto
de tefldrn v tubo de vidrio.

Las centrifugaciones para la obtencidn del extracto
enzimatico se realizaron en una centrifuga Bekman J 21 B v
posteriormente en una wltracentrifuga Bekman modelo LS-30.

Las centrifugaciones & baja velocidad se realizaron
ern una centrifuga de mesa'"piccole"” Martin Christ").

La sedimentacidn de proteinas requerida durante el
ensayo enzimatico de la HMG-Cof-reductasa se realizd en
una microtfuga tipo B, EBekman.

Se utilizaron micropipetas "Emil Works” de enrase
avtomatico por estrangulamiento (auto cero high precisidn)
v micraopipetas avtomaticas tipo Finnpipette v tipo

Fipetman (Gilsom)

Las incubaciones se realizaron en batfios
termostizades Tecam tempunit f(precisicon + 0,1°C) vy en
bafios con termorreguladores portatiles "bSelecta". Fara

las incubaciones con agitacidn 2e emplearon incubadores
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Splucidn patrdn de aminocdacidos preparada a partir de
patrdn type F-AN vy patrdn type F-R.

3.A.4.2.~-Productos Radiocactivos

Los productos radicactives han sido  suministrados
por "The Radiochemical Centre" Amersham, Inglaterra &
traves de Nuclear Ibédrica.

Como sustrato de la reccidn enzimdtica HMG-CoA
reductasa se wtilizd F-Hidroxi- metil 3- 14ea
glutaril-Coenzima A, v como estandar internc DLILZ- 3H1
mevalolactona. Fara cuantificar la recuperacidn en capa
fina, se reguirid &cido DLL2-YCImevalénico. La solucidn
de 4&cido mevaldnico se ha preperado utilizando la lactona
de (R-5) [1-"CimMva.

Fara obtener la sal potasica, se calienta a 30°C la
solucidén bencénica en la que viene el producto tras haber
afiadido una cantidad determinada de MVA lactona sin marcar
a fin de obtener la concentracidn final deseada. Esta
operacidn se realiza hasta la evaporacidn total del
disolvente v una vez seco, se trata con una disoclucidn de
FOH ge contenga, en  un volumen adecuado, KOH en exceso
respecto al ndmerc de equivalentes dcidos existentes. El
pH resultante es de aprox. 10. Dicha escluccidn se
mantiene a 37°C durante 30 minutos para romper el anillo
lacténico, Fimalizados los cuales se guarda hasta su
utilizacidn a 4°C. Antes de usarlo de nuevo se mantiene a
2790 duwrante otros 30 minutos.

E1L1- MCImMvea preparado segin este procedimineto
presenta una actividad especifica de 0,92 uCi/pmol (2044
dpm/amol ).

3.A8.4.3.~0tros reactivos

Se han utilizado HMG-Cod no marcado ,G6FP (Blucdsa &
fosfato), EDTA v DTT procedentes de la casa Sigma, y G6FDH
fgrado 1] v NADFH de la casa Boshringer—Mannheim
Gmbh (Em3) . En  tanto no se indique lo contrario los
restantes reactivos utilizados procedian de las casacs
Merk. v Carlo Erba.

Tampdn Fosfato potdsico 9,1 M pH 7,4,
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Los metabolitos ensayados Yin vityro en
concentraciones de 1,25, 2,30 vy 5,00 mM han sido: acido
—fenilpirdvico, 4dcido 1- @*¥eny11actico,écido o-Hidroxi
tenilacetico, dcido p-Hidroxi- fenillacético, p-Hidroxi
tenillactico yv feniletilamina, todos de la casa Sigma.

Fara la determinacidn de proteinas se utiliraron los
ziguientes reactivos.

Albdmina bovina (Fraccidn V, powder) suministrda por
Armowr Fharmaceutical Cl., Chicago, Illinocis, USA.

Solucidan alcalina de cobre, pregarada
extemporaneamente.

Reactivo diluido de Folin Ciocaltesu (fnalema) que en
el momento de hacer la determinacicn se diluyd a la mitad.

Liquido de desarrcllo para determinacién de HMG-CoA
reductasa: benveno:acetona (1:1).

Liquidos de centelleao.

Acido triclorcacetico 0,6M para determinacicn de
aminoacidos en sangre y tejidos. ‘

Se ha estudiado la actividad HMG-CoA reductasa en la
fraccidn microsomal, como enzima principalmente implicadsa

en el metabolismo del colesterol, en condiciones de
hiperfenilalaninemia.

For otro lado un punto secundarioc de regulacidn del
metabolismo del colesterol lo constituye la conversian del
acido mevaldnico a isopentenil pirofosfato. Este paso
supone 1a intervencidn de tres reacciones: dos
tosforilaciones catalizadas por las enzimas MVA  cinasa v
FMYA  cinasa v  una descarboxilacidn catalizada por 1a
enzima FFMVA descarboxilasa.En este caso se han llevado a
cabo experiencias para determinar las actividades
enzimaticas zspectivas €21 condiciones de

hiperfenilalaninemia experimental.

-
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S.B.1.Determinacidn de la actividad HMG-CoA reductasa

De entre los numercsos métodos descritos en la
RBibliografia, se ha elegido para llevar a cabo las
determinaciones realizadas en el presente trabajo el
Metodo de Shapiro vy Rodwell (denominadoc TLC) (387) salvo
ligeras modificaciones aportadas por Alejandre vy col.
(362 .

J.HE. L. Fundamento del Método Radiactivo

En esta tEcnica se mide la incorporacidn de
radicactividad del sustrato marcado con®t (BC-HMG-CoR) a
mevalonato, producto de la reaccidn.

Se inmcluye un estandar internc deSH-mevalonato para
permitir la correccidn por pérdidas durante el aislamiento
ulterior del producto formado.

Ya que <ce requieren 2 moleculas de NADFH + H¥por
molecula de sustrato transformado. frecuentemente =e
recurre  a un cistema enzimdtico acoplado gque regenere las
gquivalentes de reduccidn gastados a un ritmo adecuado.

En esta técnica el sistema regenerante estad formado
por  glucosa 6-F, glucosa 6-F deshidrogenasa y MADF § de
esta forma el coenzima oxidado durante la convereseidn de
HMG-Cof en mevalondto es reducido de nuevo mediante la
reaccidan:

Glucosa—&F + NQDP1—~~46~{05£GQIucono———lactona + NADFH + H'

Transcurrida 1a reaccidn, las mezclas s0on
acidivicadas con un doble objeto: inactivar la reductasa vy
convertir el &cido mevaldnico en su lactona, de polaridad
sensiblemente mernor a la del sustratoc (HMG-Cof) v sus
hidirolizados, de los que puede entonces ser separada
mediante tdconica cromatografica.

Fosteriormente las d— °H mevalonolactona Y &L 14C
mevalonol actona  pueden ser detectadas cuantitativamente v
por separado, medl antea gspectroscopl a de centel lec
liguido.
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F.B1L2.Técnica

La HMG—-CoA reductasa es una enzima  ligada a
membranas microsomales, este hecho es ampliamente apoyado
por la evidencia sperimental. FPor consiguiente y como

pasc  previc a la reaccldn, ges necesario separar la
fracoidn microsomal del resto de componentes celulares.

Mediante centrifugaciaon diferencial se puede obtener
facilmente esta fraccion microsomal, vy posteriormente se
procede al planteamiento vy desarrollo de la reaccidn
enzimiatica, procediendo por dltimo a la evaluacidn de modo
cuantitativeo de las actividades enzimdticas.

J.E.1.Z.1.Aislamiento de los microsomas

Se ha seguido el procedimiento descrito por Dugan vy
col. 1428ysalvo ligeras modificaciones.

1. Los animales son sacrificados por decapitacidn a
la hora elegida ( 12 a.m.), e)xtrayéndoseles los Girganos
problema (Higado v Cerebro)l. En el casc del higado habra
de tomarse la precaucidn de no arrastrar consigo ni romper
la vesicula biliar.

2. Una ver secos vy pesados, los fragmentos de
tejido se resuspenden en un tampdn fosfato S0 mM, pH=7,4,
que es ademas 30 mM en EDTA, 250 mM en CliNa y 1 mM en DTT.

La preparacidn del tampdn requiere cierta precaucidn
debido a que el EDTA basifica considerablemente el medio.
Fara subsanar el problema es suficiente con disolver el
EDTA, ClNa v DTT en un volumen adecuado de KH  FO4 350 mi
hasta conseguir wn pH=7,.4 v enrasar lusgo con tampdn
fosfato potdsico 50 mM pH=7,4 hasta el volumen necesario
para obtener las concentraciones adecuadas de cada uno de
los tres componentes.

i

[0
i

i

. Se procede a la homogenizacidn en un "Fotter”
mecanica, teniendo e&n  cuenta gue el recipiente qgue
contiene la muestra ha de estar sumergido en un baho
agilla—-hielo de ahora - en adelante para evitar gue

modificaciones térmicas ambientales introduzcan cambios no
control ados de actividad.

4. Los homogenados se  someten a  una primer a

sentrifugacian de 5,000 x g durante 19 min. a 4°c. Este
primer paso tiene por objeto desprenderse de los restos
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celulares groseros, para lo cual se deshecha el sedimento
y s recupera el sobrenadante.

S. El sobrenadante de la etapa anterior se somete a
una nueva centrifugacidn (15,000 x g) dwante 19 min =&
4°C. Durante esta centrifugacidn s sedimentan
mitocondrias, licsosomas v particulas relaccionadas.

b Finalmente los sobrenadantes de la etapa
anterior se centrifugan a 103,000 x g durante &0
min. (4%C) , sedimentando la fraccidnm microsomal integrada
fundamentalmente por ribosomas v fragmentos de reticulo
endoplasmatico liso y rugoso v aparato de Golgi.

7. Una vez deshechado el sobrenadante, este dltimo
sedimento eg separado v resuspendido en un volumen
apropiado (generalmente 1| ml) del mismo tampdn utilizado
ern la extraccidn.

8. Las suspensiones microsomales asi obtenidas se
conservan a 4°C hasta el momento de empezar la reaccidn o
bien, s congelan mediante nitrdgeno liquido en caso de
realizar la reaccidn en dias posteriores.

Y. La concentracidn proteica de las szsuspensiones
microsomales se determinan mediante el método de Lowry vy
col (429 7.

J.RBUILZ2.2.Reaccidn enzimatica

La reproduccidn "in vitro" de la reaccidn catalizada
par la HMG-CoA reductasa implica la necesidad de adicionar

& los extractos cantidades convenientes de sustratoc vy
coenzima que van contenidos en un sistema regenerante.

Ern el presente trabajo la mezcla de la reaccidn
contiene para un volumen final de 130ul.

a) 100yl de sugpensidn de€ microsomas previamente
diluida en tampdn de extraccidn hasta una concentracidn de

R o

2 a 4 mg./ml. de proteinas.

£l Tampdn en &l caso de las experiencias llamadas
"in wvitro", contiene para las muestas problema unas
determinadas cantidades del metabolito ensayadoc para

conseguir las concentraciones deseadas (1,25, 2,50 v 5,00
m, 5 . Ern otros casos el tampdn contendrd una mezcla de
los metabolitos ensavados a una corncentracidan tal gue en
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la preincubacidn se encuentren a 0,25 mM.

Los Metabolitos ensayados son: Fenilpirdvice 3 1-

Fenillactico H o-Hidroxi - fenilacéticos p—Hidroxi-
fenilacéticoy; dl-p-Hidroti-fenillactico vy Feniletilamina.

b) 25u1 de una mezcla de sistema regenerante gue en
ese volumen contiene: 4,6 moles G6F:; 0,3 U.1. de G&FDH vy
450 nmoles de NMADF .

La mezcla se realiza en el mismo tampdn de
extraccidn. De esta Fforma el tampdn es ademds 18 mM en
NADF , 180 mM en G&F v 12000 ULIT. de G&6FDH por litro.
Esta mezcla se realiza extemporaneamente.

o) Eﬁpl de una disoclucidn de HMG-CohA y“t—HMG—CoA ern
las proporciones adecuadas para que el citado volumen
contuviese =540 nmoles de sustrato de radicactividad
especifica comprendida entre 2000 y 5500 dpm/nmol. Como
disolvente se utilizd tampdn fosfato potdsico SO mM,
pH=3,8 ( la disoclucidn se conservaba congelada a —=20°C ).

El procedimiento sequido se detalla a continuacidn:

1- Los 100ul de suspensidn microsomal se introducen
en tubos desechables de polietileno de 40001 de capacidad
( tipo Beckman—B ), provistos de tapdn hermético y se
preincuban a 37°C duwrante 135 min.

- La reaccian ge inicia por adicidn de sustrato
marcado ( 25ul ) v de sistema regenerante ( Efpl } en este
orden. Una ver bien cerrados los tubos, se agitan vy se
incuban a 37°C durante 1% min.

- Transcurrido este tiempo la reaccidn se detiene
con 25Ul de una solucidan de ClH 10 N gus a su  ves
acidifica gl medio, induciendo la lactonizacidn del
mevalonato formado.

4- fsi mismo, al termimnar la reaccidn, se afiaden 25

Ml de una gplucidn  tamponada de mevalonolactona v

SH-mevalonolactona tal gue el volumen citado ( 25ul1 )
contenga 0,78 mg. de lactona y entre 40000 v 160000 dpm v
gue constituye el estandar interno mediante el gue pueden
cuantiticarse las pErdidas acumul adas durante la
manipulacidn posterior.
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For otra parte actuard de portador facilitando el
desarrollo en capa fina de las peguefas cantidades de
Y emevalonolactona procedentes de la reaccidén enzimatica.
La mevalonolactona v lad3H-mevalonolactona se conservan en
soluciones bencénicas o tolugnicas & —20°C. Fara su
utilizacidn, se evaporan extemporaneamente en corriente de
Nz, vy se resuspende en tampdn de extraccidn.

S9- Una vez detenida la reaccidn, la mezcla cuyo
volumen eg ahora de 20041, se mantiene otros 30 min a 37
*C para facilitar la completa lactonizacidn del mevalonato
formado enzimédticamente.

66— Fosteriormente los tubos se centrifugan durante 1
min.a 10,000 % g ( microfuga Beckman-B ) para sedimentar
laz proteinas, Yy ce conservan refrigerados hasta el
momento de la cromatografia en capa fina.

J.B.1.2.3.Aislamiento y medida de los ptrroductos de
reaccidn.

La MVA-lactona puede ser facilmente separada de
HMG—-CoA vy de sus productos de hidrdlicis mediante
cromatografia de capa fina, sobre unas placas de silicagel
egpeciales en las gue se aplican SoMl de cada unode los
sobrenadantes con  ayuda de una micropipéta, secando
posteriormente con calor suave.

Inmediatamente despues se desarrollan en en sistema
bencenc:acetdna (1:1). Freviamente, las campanas rodeadas
internamente con papel de filtro, se han mantenido
cerradas duwante al menos 60 min, para conseguir una
satwacidn completa.

El revelado se realiza con vapores de yodo.

Una ver determinada 1a zona donde se encuentra la
MVA-lactdna, se raspa sistematicamente v se va depositando
en los viales de centelleo. Sobre ellos se afiaden 10 ml.
de liquido de centelleo sgitando vigorosamente durante 15
SED .y guardandose despues refrigerados v protegidos de la
luz hasta el momento del contaje.

El liguido de centelleo utilizado contiene:

7q.  de FFO
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0,% g. de dimetil-FOFOF.
100 g. de Maftaléno.
Todo ello disuelto en 1 litro de Dioxano.
Este liquido de centelleo, asi preparado, se deja
reposar  varias horas vy se agita despues hasta diszolucidn

total. Debe conservarse en frasco de color topdciao v
durante un tiempo no superior a 2-3 semanas.

i

pit

Ademds del . conjunto de viales problema, cada
experiencia contaba conm dos viales mas de 253 pl de
SH-MVA~-1actona que se atiadian &l detener la reaccidn.

3.B.1.2.4.Calculos vy tratamiento estadistico.

La actividad especifica del enzima, se calcula a
partir de la expresidn siguiente:

DFM 3Hp x DEM Mom
Ae=

DFM SHm » Re x F 2 T
fe= Actividad especifica de la HMG-CoA-reductasa
expresada en pmoles % min. ¢ Mg. proteinas-!

DFM 3 Hp= Desintegraciones por minuto de 34 contenido
en el patrdn.

DFM 3Hm= Desintegraciones por minuto de 3H contenido
en la muestra.

DFM ¥Cm= Desintegraciones por minuto de ®C contenido
grn la muestra.

Re= Radiactividad especifica del HMG-Coa en
DFM/nmol .

F= mg. de proteinas presentes en la muestra.
T= Tiempo de incubacidén en minutos.

Las suspensiones microsomales procedian de fragmentos
mezclados de tejido de Cinco animales diferentes.
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Los resultados se expresan como valores medios de 2
& 3 experiencias en cada una de las cuales se hicieron 4
determinaciones comoc minimo vy s acompaiian del error
estandar de la media.

El tratamiento estadistico se realizd mediante 1la
aplicacidn de la t de Student.

3.B.2.Estudio de 1la fosforilacidn y descarboxilacidn del
acido mevaldnico.

Las técnicas empleadas han sido basicamente las
descritas por FRamachandran vy Shah (408) quienes midieron
la incorporacidn de “C & PMVA, FFMVA y CO, . El
procedimiento seguido se describe a continuacidn.

J.EB.2.1.Preparacidn de los extractos enzimaticos.

. Los animales fueron sacrificados por decapitacidn a
la hora adecuada (10 a.m.).

Los drrganos fueron extraidas e introducidos
rapidamente en recipientes con selucidn salina al 9% vy
puestos en bafio hielo.

be tomaron drganos de 3 animales como minimo vy oouna
ver secos vy pesados fueron triturados y se homogenelzaron
posteriormente en  un "Fotter" mecanico, ern  un tampdn
fostato potasico 0,1 M pH=7,4 gue es ademds 1mM en EDTA,
4mM en Cl, Mg, v 10 mM en @-ME.

La proporcidn tejido/tampdn fud distinta segun el
drganc utilizado. Asi, para 1 higado fuéd de 1:10 ( p/v )
Yy para el cerebro 1:8 { p/v ).

Durante esta operacidn v en lo sucesivo las muestras
estaran introducidas en uwn  bafio de agua-hielc para
mantener la temperatura adecuada a 4°C.

El homogeneirzado asi obtenido, fud sometido & una
centrifugacidn de 103,000 » g a 4°C durante 60 min.

El sedimento L desechado, utilizandose el

sobrenadante como preparacidn enzimatica ( llamado de
ahora en adelante S 105 ).
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Fara obtener la concentracidn proteica deseada se
hicieron diluciones apropiadas con el tampdn utilizado
para la preparacidn de los extractos.

La concentracidn proteica se determind tambien en
este caso por &l mé&todo de Lowry v col (429) basado en una
asociacidn de las reacciones de BRBiuwret v de Folin, la
primera, caracteristica del enléce peptidico vy de la
funcidn amina, vy la seqgunda, de los grupos aromaticos de
la tirosina v del tiptéfano.

J.B.2.2. Fosforilacidén del &cido mevaldnico

J.R.2.2.1. Reacciones enzimaticas.

Fara la determinacidn de las cantidades de PMVA vy
FEMVA formados por la accidn de la MVA cinasa y FMYA
cinasa, gse han utilizado & menos gque se indigue lo
contraric, la siguiente mezcla de reaccidn, contenida en
urt volumen final de reaccidn de 1 ml.

=Y 700/*1 de tampdn fosfato potasico 0,1 M pH=7,4 (
70 mol) , '

b SQPI de Cl Mg ( 5,9 mol ) en agua destilada.

c) 1SDP1 de ATF ( 3,35 mol ) en tampdn fosfato
potéasico.

d) S0 . de RS [1-1%C1 Mva en distintas
concentraciones segdn se havan realizado las experiencias
en higado o cerebro. Asi, en el caszo del higado se han
utilizado 68,25 nmol ( 139,35 x 10 dpm ) mientras gque para
cerebro la cantidad de MVA presente en la reaccidn era de
34,13 nmol ( &7,77 x 10 dpm ).

a) S0 ul del sobirrenadante aobtenido tras la
centrifugacidn a 105,000 x g adecuadamente diluwido con el
Tampdn de extraccicdn de forma gue la cantidad de proteinas
de la mezcla fuese de 150 a EDOPQ,

Er &l caso de los tubos problemas las cantidades de
tampon  afiadidas  fueron de 200 Q1 v los restantes 300l
hasta completar el volumen final fueron afiadidos de una
mezcla del mismo tampdn gue llevaba discvelta wna cantidad
de cada metabolito { Fenilpirdvico., Fenilacético...etc )
de tal forma gue la concentracidn final en la mezcla fuese
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respectivamente de 1,259; 2,303 y 5,00 mM de cada uno de
los metabolitos. ‘

La reaccidn se llevd a cabo en tubos de centrifuga.

1- Se procedid & la preincubacidn de los tubos
conteniendo el extracto con el tampdn o bien con los
Metabolitos ) duwrante 10 min.,una ver elegido este tiempo
entre varios probados anteriormente.

2~ M&s tarde se adiciond a los tubos 1-19C-MVA para
comenzar la reaccidnm, manteniendose la misma en incubacidn
a 37°C durante 30 min.

La reaccidn se detuvo introduciendo los tubos en  un
bafio con agua hirviendo dwrante 5 min. A continuacidan se
dejaron enfriar v el precipitado se separd por
centrifugacian  a 4000 rpm. durante 3 min. a temperatura
ambiente.

J.B.2.2.2, Deteccidn y medida de 1los productos de
reaccidn '

El FMYE v FFMVA fueron separados por
radiocromatogratia en papel mediante los siguientes pasos:

1- Se prepararon papeles de cromatografia donde se
sefialaron con lapiz tiras de 285 mm. de largo por 35 mm.
de ancho. El papel utilizado fue Whatman n® 1.

Z2- Alicuotas de Soul del sobrenadante obtenido tras
la centrifugacidn & 4,000 rpm. fueron aplicadas a cada
tira a 30 mm. del origen del papel, realizandose el
segcado de las manchas con una corriente de aire caliente.

3~ Los cromatogramas fueron introducidos en campanas
de wvidrioc herméticamente cerradas en las que se habia
colocado el liquido de desarrollo. El liguido empleado ha
gido: butariol: dcido formico: agua ( 77: 10: 13 ) gue cse
introdujo unas tres horas antes de la colocacidn de los
papeles a fTin de asegurar una perfecta satwacidan de las
campanas. '

44— E1 desarrollo ascendente tuvo un  tiempo de
duracian de aprodximadamente 14 horas y una vez finalizado,
los  cromatogramas  +fueron colgados para el secado a

temperatura  ambiente, sefialandose previamente el frente
alcanzado por el liguido de decsarrocllo.
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Las tiras de papel se recortaron v se procedid a la
localizacidn del FMVYA vy FFMVA haciendolos pasar por el
sistema "Actigraph III" constituido por dos detectores
tipo Geiger de flujo gaseoso situados muy proximos entre
los cuales pasa el cromatogréama. Los impulsos producidos
pazan a un registrador obteniéndose una grdafica en la que
cada pico corresponde & uria sustancis marcada
radiactivamente. Como gas portador se ba utilirado el gas
@ ¢ butanorthelioc 10:0,1 ).

Se seleccionaron las  siguientes condiciones de
trabajo:

a: 10003 Velocidad: 303 Anchura de colimador:
te de tiempo:lQ.

En este liquido de desarrollo los valores de Rf,
ocbservados para el PMVA, PFPMVYA asi como para el MYA que ha
quedado sin reaccionar fueron los siguientes:

Froducto Rf

FFMVA 0, 01-0,05
FHMVA Q,05-0,15
MVa 0,75

6~ Una ver localizadas, las zonas correspondientes a
FMVA v FRMVA fueron recortadas e introducidas en viales de
centelleoc. El liguido de centelleo empleado( 10 ml./vial
) ha sido:

TolUuenO. v e w e s wna 1000 ml.
FFO. s h e v n i e P ' o
FORPOF . i v e s st e nwmms 0, 3g.

Tras una agitacidn fuerte de los viales, s procedid
a la determinacidn de radiactividad en un contador de

- centelles liquidao.

~

J.B.2.2.3. Calculos.

Las cantidades de FMVES vy PPMVA expresados en nmoles
e producto obtenido en la reaccidn por miligramo de
protena v por 30 min. de reaccidn se calculan segun la
siguliente expresidn:
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Dpm muestyra= Dpm obtenidas al medir la
radioactivadad de la muestra en el contador de centellec.

V= VYolumen +inal del medio de reaccidan.
Dpm T= Dpm. tedricas del patrdin de utilizado.

mg prot./ml.= Concentracidn proteica del xtracto
utilizado.

Ve= Volumen del extracto utilirzado.

Vm= Volumen de la alicuota utilizada como muestra en
la cromatogratia.

Dpm  E= Dpm. obtenidas al medir la radioactividad
del patrdn de™ utilizado en el contador de centelleo.

AE= Dpm/nmol del YO utilizrado en el medio de
reaccidn.

La fosforilacidn total del MVA, que es un reflejo de

la actividad MVA cinasa, se obtuvo sumando las cantidades
de FMVA, FRMVAS v CO,.

La fosforilacidan del FMVA, que es la medida de la
actividad FMVA cinasa, se calculd sumando las cantidades
de FFMVA v Clhsrformadas en la reaccidn.

For ultimo la descarboxilacidn total gue equivale a
la medida de la actividad FFMVYH descarboxilasa viene dadsa
por la cantidad de CO, formado.

El error estandar de la media se calcula a partir de
la farmula descrita por Young (430) para propagacidn  de

errores.

Asi, para la actividad FMVA cinasa, el valor del SEM

S5EM= SEMa + SEMD

NS

Y para la actividad MVA cinasa:
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SEM= SEMa + SEMb + SEMc
Siendo:

SEMa= Error estandar de la
abservaciones de cantidad de COzfarmada.

SEMb= Error estandar de la
observaciones de FFMVA.

SEMe= Error extandar de la
observaciones de FMVA.

medi a

media

medi &

de

de

de

las

las

las
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3J.H.2.3. Descarboxilacidn del MVA.

3.B.2.3.1. Reaccidn enzrimatica.

Fara medir la descarboxilacidn del &cido mevaldnico
s ha utilizado la siguiente mezcla de reaccidn:

&)l éOQﬂU de tampdn fosfato potdsico 0,1 M, pH=7.4.

En el casoc de las muestras problema la cantidad de
tampdn afiadida fué de 100 1, estando los restantes 5S00 1
constituidos por uwna mezcla del mismo Tampdn vy una
cantidad de metabolito suficiente para obtener una
concentracidn de 1,50 mM 2,30 aM v 5,00 mM de cada uno de
ellos.

Igualmente gue en los casos ensavados anteriormente
las metabolitos probados fueron Fenilpiruvico,
Fenilacético..etc.

b 5c7n de ClzMg S,QFmol ) en agua decstilada.

c) 150}& de ATF ( S,S/Umol Y en tampdn fosfato
potasico 0,1 M pH=7,4.

dj 50#1 de RS MVYA ﬁ~vbjen distintas concentraciones
sgun &l organo de gque se trate. Asi, en el caso del
higado se han wutilirzade 68,25 nmol ( 139,55 103dpm )
mientras que en el cerebro la cantidad fug de 34,13 nmol (
67,75 % 10°Dpm )

e) 150 Ml del sobrenadante obtenido tras la
centrifugacidn & 103,000 % g., adecuadamente diluido con
el tampdn de extraccidn, de tal forma, que la

concentracidn proteica de la muestra estuviese comprendida

entre 300 vy 1UUUPQ'

La reacciaon se llevd a cabo en matraces cdnicos de
25 ml. provistos de tapdn de goma v un pocillo central de
aproximadamente 1 cm. de diametro.

En el interior del pocillo se introdujeron 0,4 ml.
de NMNaOH &l 12%, con el Fin de gue &sta absorba el CC&
decsprendido en la reaccidn.
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La preincubacidn se llevd a cabo durante 10 minutos,
una ve:z elegido este tiempo entre varios probados.

La reaccidn se inicid con la adicidn de los SOul  de
RS [i-%MC1 MvA a los matraces, v estos se mantuvieron
hermeticamente cerrados v en incubacidn a 37°C durante 30
mir. con agitacidn ( aproximadamente 70 oscilaciones por
minutao ).

La reaccidn se detuvo mediante inveccidén con una

jeringuilla de 0,3 ml, de SDle al interior del matraz.
Una wvez detenida la reaccidn, los matiraces fueron
sometidos a otros 60 minutos de agitacidn a Ffin de

asegurar el desprendimiento de CO,del medio de incubacidn
Yy sUW absorcidn scbre la sosa del pocillo central.

Finalizado este periodo, se abrieron los matraces
para proceder a tomar muestra del contenido de los
pocillos.

J.B.2.3.2. Deteccidn y medida de los productos de
reaccidn.

Se tomaron alicuotas de 100 a1l del contenido del
pocillo central introduciendclas en viales de centelleo
que habian sido llenados previamente con 10 ml. de
liguido de centelleo.

El objeto de afiadir la muestra sobre el liguido es
reducir al maximo la posible precipitacidén de la muestra

en el interior del wvial.

Fara este caso el ligquido empleado ha sido:

x
®
3
»
x

Tolusno. . 1500 ml.
Metarnol eeeewe s 000 ml.
O I8
FOFDRP . s i v e v e w 0,02 g )

Tras una agitacidn fuerte se procedid a las
determinaciones de radiocactividad en un contador de
centellec liquido.

- ~or

A.B.2.3.3, Calculos.
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La cantidad de L0, formado por accidn de 1la
pirofosfomevalonato descarboxilasa expresado en nmoles por
mg. de proteina por 30 min. de reaccidn se calculd

aplicando la formula:
nmol/mg.Prot. /30 Mins e e e e e e e
Dpm muestra= Dpm obtenidas al medir la
radicactividad de la muestra en el contador de centelleo
liquido.
V= volumen del contenido del pocillo central.
Dpm T= Dpm del patrdn de't utilizado.

ma . prot./ml.= Concentracidn proteica del extracto
enzimatico utilizado.

Ve= Volumen del extracto utilizado en la reaccidn.

Vm=  Volumen de la muestra tomada del pocillo
central.
Dpm E= Dpm. obtenidas al medir la radiocactividad

del patrdn de™: utilizado en el contador de centelleo
ligquido.

AE= Dpm/nmol del [1-'%C1 MvYA utilizado en la mezcla
de reaccidn.

La fosforilacidn total del MVYA, gue es un reflejo de
la actividad MVA cinasa, se obtuvo sumando las cantidades
de FMVYA vy FPMVA, a la cantidad de CO,formados en la
reaccidn.

De manera similar, la fosforilacidn del FPMVA |
medida de la actividad FMVA cinasa) se calculd sumando las
cantidades de FFPMVA v COsformados.

La descarboxilacican  total ( medida de la actividad
pirofosfomevalonato descarboxilasa ) viene determinada por
la cantidad de CO,+ormado.

3.B.3. Tratamiento de tejidos para la determinacidn de
Amincacidos y de la relacidn fenilalanina/tirosina.
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Antes de ser sacrificados los animales y previa
anestesia con eter, se les extrae sangre a nivel de 1la
arteria femoral v se deposita esta en tubos con
anticoagulante (heparina)l.

Mas tarde, =1=] sacrifican los animales por
decapitacidn, extrayendo el higado y cerebro gue una ve:z
secos y pesados, se homogenizan rapidamente en un' Fotter”
mecanico con agua—hielo, en una proporcidén 1:3 ( g/ml).

Con la sangre obtenida se procede por centrifugacian
ala obtencidn de plasma. Una vezr obtenido, se afade la
migma cantidad de plasma que de tricloroacetico 0,6 M vy se
dejan los tubos en reposo 20 min., despues de los cuales,
se vuelve acentrifugar durante S min. a 3,000 ¥ Qg
obteniendose un sobrenadante claro, listo para el analisis
de aminodcidos.

. Con los tejidos de cerebro e higado vy una vez
homogeneizados se procede a la centrifugacidn durante 15
minutos a 15,000 x g, A continuacidn se procede con el
zobrenadante de igual forma que con el plasma, afadiendo
identica cantidad de &dcido tricloroacético 0,6 M, dejando

20 min. en  reposo despues de los cuales por
centrifugacidn durante 5 min. a 3,000 % g, se obtienen
unes  sobrenadantes claros gue estan listos para el

andlisis de aminodcidos.

3.B.3.1. Determinaciones analiticas

Fara el andalisis de aminodcidos se ha empleado un
autocanalizador de aminocdcidos marca Rank-Hilger mod.
Chromaspec—-J80.

Los extractos de sangre v tejidos cbtenidos segun se
describe en el punto Z.E.3 sediluyen con una solucidn de
dcido sulfosalicilico al l% con norleucina ( 20 nmoles/ml),
e uwna proporcidn que en sangre es de 1/73 v en higado vy
cerebro de 1/15. De esta forma se inyectan en el
autoanalizador junto al patrdn de aminodcidos.

- -

S.RB.3.2. Ca&lculo de las concentraciones de aminodcidos en
muestras problema.

Las concentraciones de los diferentes amincacidos
existentes en las muestras procedentes de plasma, higado v
cerebtira, ze  han  determinado de acuerdo con la sigutente
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expresidn:

C= Fr  fim » Fd »x R* » 100 ml.
C= Concentracidn en moles/100 ml. de muestra.

Am= Ores de cada aminodcido en el aminograma
correspondiente a cada muestra problema.

Fr= Factor de resolucidn para cada aminodcido que se
ha definido como:
- Concentracidn de cada aminoacido en el patrdn
Area de cada aminocdcido en el patrdn.

Fd= Factor de dilucidn de la muestra.

R'= Factor de correccidén de toma de muestra el cual
viene expresado comc elr cociente entre el area de la
norleucina en el patrén vy el area de la norleucina en el
prroblema.
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4. REBULTADOS.

4.A. Determinacidn de la estabilidad de las enzimas
implicadas en la fosforilacidn y descarboxilacidn del
dcido mevaldnico en relacidn a la temperatura.

Una wver adoptadas las condiciones dptimas para el
estudio de la fosforilacidn v descarboxilacidn del MYA
segun  Gonzalez-Facanowska (411) vy utilizando ri-"ci1 Mva
como sustrato de la reaccidn, hemos determinado las
actividades enzimaticas a lo largo del tiempo, estando los
extractos conservados a 4°C.

Considerando ademds las variaciones con la edad
sufridas por determinadas enzimas lipogénicas v los
cambios metabdlicos que tienen lugar en el pollo durante
loz dias inmediatamente posteriores a la eclosidn, se han
determinado las actividades enzimaticas a los 15 dias de
vida de los animales. A esta edad las tres enzimas
ensayadas se encuentran perfectamente estabilizadas en
relacidn a los cambios postnatales.

En la TAEBLA 4 (FIG. 10) se muestran los resultados
en el caso de las enzimas hepdticas. Ya a las 24 horas de
conservacidn & 4°C se aprecia una disminucinn
gignifticativa de la actividad PFFMVA descarboxilasa gue
continua disminuyendo progresivamente hasta las 72 horas
gue constituye el periodo de tiempo ensayado. Las cinasas
no sufren cambios apreciables en su actividad hasta las 72
horas, lo cual demuestra gue son Unas enzimas mas
resistentes o -mds estables a 1o largo del tiempo a una
temperatura determinada.

Las actividades enzimdticas cerebrales se muestran
en la TABLA S (FIG. 11). La FFMVA descarboxilasa & las
24 horase de conservacidn a 4°C no sufre wvariacidn en  su
actividad empezando a las 48 horas & aprecliarse una
inactivacidn significativa, mientras que las actividades
MVE cinasa y FMVA cinasa no varian a lo largo del periodo
encayado.

De igual modo =se han medido las actividades

enzimaticas & la largo del tiempo estando los extractos
caonservadas a —4°C,
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La TABLA & (FIG. 12) es ilustrativa del hecho de
que los exntractos hepdticos congelados mantienen unas
actividades FFMVA descarboxilasa, MVA cinasa v FMVA cinasa
estables durante el periodo de tiempoc ensavado (168
horas) .

Igualmente, como se puede apreciar en la TABRLA 7
(FIG 13} las actividades enzimaticas cerebrales una ve:z
mantenidos los extractos a -4°C no sufren inactivacian
alguna & lo largo de las 168 horas ensayadas.

Estos resultados nos llevan & considerar la
posibilidad de que una ver obtenidos los extractos
enzimaticos, estos puedan conservarse congelados hasta el
momento  oportuno para su determinacidn enzimatica. En
nuestras experiencias, este momento no ha excedido en

ningun casoc de una semana & partir de la obtencicdn de los
extractos.
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TABLA 4.-Estabilidad de las enzimas implicadas en la
fosforilacidn vy descarboxilacidn del acido
mevaldnico.

Influencia de la temperatura en la conservacidn

Conservacidan a 4°C

Tiempo Derivados fosforilados Actividad enzimatica
(k) (rimal/ 20 min/mg prot.) (nmal/ 20 min/mg prot.)

FFMYA FMVA FFMVA desc. FMVA cinasa MVYA cinasa
0 84,8643, 22 102,142,557 34,7280, 10 119,58+3, 20 221,72+4, 10
24 70,8815, %0 100,1342,50 33,0840,02 10F,96+5,90 204,096, 40
48 72,17£7,10 100,01£2,10 nggzi0,0i 102,197, 10 202,207, 40
72 69,188,110 98,5042, 30 E;T;Di0,0S 94,1818, 10 192, 688,40

AKX

Los resultados se expresan como 1a media de cuatro determinaciones  S.E.M.
F = niveles de significacidn de la t de Student; F<0Q,0003 XXX
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enzimaticas de higado & lo largo del tiempo. Actividad
FFMYA  descarboxilasa (0)3; actividad FMYA cinasa (Q);
actividad MVYA cinasa (0. LLas lineas verticales

representan el error estdndar de la media.
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TABLA 5. -Estabilidad de las enzimas implicadas en la
fosforilacidn y descarboxilacidn del dcido
mevaldnico.

Influencia de la temperatuwra en la conservacidn
de las actividades enzimaticas en cerdbro.
Conservacidn a 4°C

Tiempo Derivados fosforilados Actividad enzimatica

(ha) (nmol/ 30 min/mg prot.) (nmol/ 30 min/mg prot.)

FFMVA FMYA FFMVA desc. FMVA cinasa MYA cinasa

0 37, 12x4,70 70,30+ 7,790 15,87x0,01 S2,99+4,20 23,29 9, E0
24 248, 47£4,75 68,3114, 00 16,12+0,02 S0, 5914, 70 118,90+£16, 60
48 29, 40%+4,70 60, 50+17, 00 13,21+£0,02 2,6114,70 10Z3,10£17, 60
72 30, 1545, 20 60, 08+17,06 12?89&0,01 F,04£5, 20 103, 10£17,80

L 4 .

91T

Los resultados se expresan comc media de cuatro determinaciones + S.E.M.

F= niveles de significacidn de la t de Student; PF<0,005 %% 3F<0,000% %%
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foasfo- rilacidn v descarboxilacidn del acido mevaldnico.
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enzimaticas de cerebro a lo largo del tiempo. Actividad
FFMVA descarboxilasa (0)3; actividad FMVA cinasa (D)3
actividad MVA cinasa (0. Las lineas verticales

representan el error estandar de la media.
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TARLA &.-Estabilidad de las enzimas implicadas en la
fosforilacidén v descarboxilacidn del &cido mevaldnico.
Influencia de la temperatuwra en la conservacion

Conservacidn a —4°C.

Tiempo Derivados fosforilados Actividad enzimatica
(ha) (nmel/ 30 min/mg prot.) (nmol/ 320 min/mg prot.)
FFMYA FMVA FFMVA desc. FMVA cinasa MVES cinasa
0 52,020, 11 103,741 0,77 35,48£0,01 87,500, 10 191,20 0,70
24 S5, 33+£0,04 100,83+ 0,86 35, 12x0,65 88, 4510, 50 188,40+ 1,00
48 S50, 04£0, 50 102,61 7,20 34,810,770 84, 850,70 187,40£ 7,20
168 5@,5&13?20 22X, 3210, 2 35,06%0,10 85, 623,20 208,90£10,70

Los resul tade

()

5 sg expresan como la media de cuatro determinaciones £ S.E.M.
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FIG. 1Z2.-Estabilidad de las enzimas implicadas en la
fosfo- rilacidn v descarboxilacidn del dcido mevaldnico.
Influencia de la temperatura (-4°(C) en las actividades
enzimaticas de higado a lo largo del tiempo. Actividad
FFMVE  descarboxilasa (0)y actividad FMVA cinasa (4);
actividad MVA cinasa (0). lLas lineas verticales
representan el error estdndar de la media.
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TABLA 7.-Estabilidad de las enzimas implicadas en la
fosforilacian vy descarboxilacidn del &cido mevaldnico.
Influencia de la temperatura en la conservacidn
de las actividades enziméticas en cerébro.
Conservacidn a —4°C.

Tiempo Derivados fosforilados Actividad enzimatica
{ha? (nmol/ 30 min/mg prot.) (nmol/ 30 min/mg prot.)
FFMYA FMVE FFMVA desc. FMVA cinasa MVA cinasa
0O 38,37+ 5,10 80,01+ 0,10 16,05£0,30 S4,42¢ 5,10 134,4%% 5,10
24 37,40% 6,10 79,10+ 0,12 16,13+0,20 | 35,83 b,11  154,65% 6,10
48 36, 30+10,10 80,10+ 2,10 15,8040, 41 S2,10210,10  132,20£13,560
1468 35,40+ 6,10 81,31+10,21 16,0710,01 51,472 6,10 32,7 x11,491

Los resultados se expresan como la media de cuatro determinaciones = S.E.M.
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FIG. 3.-Estabilidad de las enzimas implicadas en l1la
fosfo—- rilacidn v descarboxilacidn del &cido mevaldnico.
Influencia de la temperatwa (-47C) en las actividades’
enzimdticas de cerebro a lo largo del tiempo. Actividad
FFMVA descarboxilasa {O0); actividad FMVA cinasa (8)3
cactividad MVA cinasa (0. Las lineas verticales
representan el error estandar de la media.
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Al comenzar nuestro estudio sobre la posible accidn
de algunos metabolitos de la Ffenilalanina sobre las
enzimas implicadas en la fosforilacidn vy  descarboxilacidn
del &dcido mevaldnico, consideramos la importancia de poner
en contacto duwante algunos minutos a la enzima con su
posible agente inhibidor, es decir de introducir un tiempo
de preincubacidn antes de la reaccidn enzimatica.

De los resultados expuestos en la TABLA 8 (FIG. 145
se deduce que si bien la FFMVA descarboxilasa de higado en
contacto con el fenilpirdvico a una concentracidn de 2,5
mM se inhibe aun en el caso de no contar con ningun tiempo
de preincubacidn, esta inhibicidn es mds significativa si
existe wn tiempo de contacto entre la enzima vy su
inhibidor ( 20 min.)

L& TABLA 9 (FIG. 14) muestra los resultados
obtenidos en el caso del cerebro, pudiéndose apreciar
igualmente gue con un tiempo de preincubacidn determinado
( 20 min.) la inhibicidn producida en l1la actividad
descarboxilasa es més pronunciada.

Las actividades MVA cinasa vy FPMVA cinasa no se
modiftican por accidn del dcido fenilpirdvico en ningun
Caso. Mo obstante a lo largo de numerosas experiencias
ecstas actividades enzimaticas s han determinado
sistematicamente.

La FIG. 14 constituye una comparacidn ilustrativa
del hecho de gue la preincubaci dn aumenta
considerablemente el efecto inhibidor, siendo este solo
muy ligeramente superior en cerebro.
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TAELA 8.- Efecto de la preincubacidn dwrante 20 min. con un
metabol ito de la fenilalanina {(fenilpirdvico)
sobre las actividades enzimdticas FPFMVA descarboxilasa,
MVG cinasa y FPMYA cinasa de higado. '
Concentracidn del metabolito 2,59 mM.

Derivados fosforilados Actividad enzimatica

(nmol/ 30 min/mg prot.) {nmol/ 30 min/mg prot.)

FFMVA FMVA FFMVA desc. FMVA cinasa MVE cinasa
Controles 352,90x19,9 114,80+18,8 35, 20+£0,90 88,10+19,%0 202, 20+27,30
5in Fre-— 49,90+ 1,00 149,20+ 0,10 25, 30+2,80 75,20 2,90 Z24,40%x 2,90
incubar. X
Con Fre-— 60,9+ 1,20 163,30+ 2,10 18,64+1,20 79,54+ 1,60 242,80+ 2,70
incubac. b8 &

Los resultados se expresan como la media de tres determinaciones & S.E.M.

F= niveles de significacidn de la t de Student; F<0,03 X3 FUO,00035 ¥¥X



TABLA 9.~ Efecto de la preincubacidn durante Z0 min. con un
. metabolito de la fenilalanina {(fenilpirdvico)
sobre las actividades enzimaticas FFMVA descarboxilasa,

Concentracidn del metabolito 2,35 mM.

Derivados fosforilados Actividad enzimatica .

{(nmol/ 30 min/mg prot.) (nmol/ 30 min/mg prot.)

FRMVA FMVEa FFMVVA desc. FMVE cinasa MVA cinasa
Controles 32,80x7,20 98, 40+2,30 17,20+1,51 S50, 00x7, 30 148, 40+7,70
5in Fre- EH,, 30T, 50 95, 5010, 30 12,101, 41 48,60&5,60 144, 10+5, 60
incubar X
Con Fre-— 40,80+3, 30 105, 3+3,33 8, 35+0,12 49, 15135, 50 154,45+4, 60
incubac. XX

Los resultados se expresan comc la media de tres determinaciones + S.E.M.
F= pniveles de significacidn de la t de Student; F<0,035 X3 F<0,005 %X
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FIG. I4.fE¥ECto de la preincubacidn dwante 20 min. con
un metabo}ito (fenilpirdvico) sobre la actividad FPFMVA
descarboxilasa. Concentracidn del fenilpirdvico 2,5 mM.
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Una ver establecida la necesidad de contar con un
tiempo de preincubacidn, pasamos a determinar cual seria
el tiempo ideal para lo cual se realizaron las
experliencias que se exponen en las TABRLAS 11 v 12.

En la TABLA 10 (FIG.1%) aparecen los resultados
obbtenidos en higado utilizando distintas concentraciones
de fenilpirdvico vy duwrante dos tiempos de preincubacidn
distintos: 10 v 20 minutos. Como se puede apreciar, los
resultados son bastante semejantes en ambhos casos.

Em la TABLA 11 <(FIG. 15) se expresan los resultados
obtenidos en el caso del cerebro en identicas condiciones
a las eMperiencias de higado. En este casoc se puede
apreciar asimismo que entre 10 vy 20 min. de preincubacidn
los resultados no sufren variacidn apreciable.

A partir de estos datos v en lo sucesivo escogeremos

19 mirn. como  tiempo de preincubacidn para experiencias
posteriores.
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TABLA 10.— Influencia de distintos tiempos de preincubacidn con
fenilpirdvico sobre las actividades enzimi&ticas FEMVG

Concen-— Derivados fosforilados Actividad enzimatica

tracidn (nmol/ 30 min/mg prot.) (nmol/ 30 min/mg prot.)

(mm) FFMVYA FMVA FFMVA desc. PMVA cinasa MVA cinaca

—— S6,60+28,70 162,30+4,50 34,76+0,30 F1,36+28,71 253,60+£29,00
2,50 64,50t 3,29 150,80+5, 10 18,863, 10 83,36t 3,20 234,10+ 4,01
5,00 70,10 4,20 171,20+7,10 12?8512,81 82,95+ 5,00 254,11 8,91
10,00 S4,30+7, 20 180,505, 10 ;;86t3,20 60,16+ 7,92 240,61+ 9,32

¥k %

Concen-— Derivados fosforilados Actividad enzimdtica

tracidn {(rmol/ 30 min/mg prot.) (nmol/ 30 min/mg prot.)

il FFMVA FMVA FFMVA desc. FMVA cinasa MVA cinasa

——— ob, 60128,70 162, 30+4, 50 34,76+0,30 91,36428,70 233,60+29,01

2,50 67,30+ 8,10 165,305,110 20,18+4,11 82,48+ 9,01 254,70+10,41

5,00 70,30+ 5,80 120, 40+4+7, 20 1?,08t3,11 81,38+ 6,32 201,81+ 9,70

10,0 88,30+ 7,10 160, 1048, 20 2T02t5,70 ?1,32+% 9,11 251.,40%12,21
; % -

Los resultados se expresan como la media de cinco determinaciornes + S.E.M.
F= mniveles de significacidn de la t de Student; FIO,05 %3 FCO,005 %%
e, 0005 XEk
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TABLA 11.- Influencia de distintos tiempos de preincubacidn con
fenilpirdvico sobre las actividades enzimaticas
FFMVA descarboxilasa,MVAa cinasa v FMYA cinasa de
cerebro.

Concen-— Derivados fosforilados Actividad enzimdtica

tracidn (nmol/ 30 min/mg prot.) (nmol/ 30 min/mg prot.)

o FFMVA FMVA FFMVA desc. PMVA cinasa MVA cinasa

- 60, 20420, 00 139,902,000 11,300, 70 71,70+20,01 211,61420,11

2,50 65, 30+21, 30 130,80+1,00 6,03+2,10 71,35+21,4 222,12+21,51

5,00 60,70+ 3,10 12i,40t3,20 é,éati,l 64,38+ 5,9 185,71+ 6,70

10,0 74,30+ 7,20 124,530+2,10 §T21t0,8 73,91+ 9,9 200,40+10, 1
XEX

Concen— Derivados fosforilados Actividad enzimdtica

tracidn (nmol/ 30 min/mg prot.) inmol/ 30 min/mg prot.)

i FFMVA FMVA FPMVA desc. FMVYA cinasa MVA cinasa

—— 60, 20420, 00 139,20+8, 00 11,3010,71 .71,70t20,01 211,60+20,11

2,90 LI, 80+19,30 133,80+1,00 7,09+1, 30 70,879+17,51  224,60+19,61

5,00 71,80+20,30 135, 70+3,00 2,0312,00 75,83+20,%0  211,3511+21,20

10,0 70,30+ 3,20 - 129, 50+4, 00 Tf?@t?,zl 72,20t'7,90 201,70x 8,91
XX ¥

l.os resultados se expresan como la media de cinco determinaciones + S.E.M.
F= niveles de significacidn de la t de Student: F<0,05 ¥:F<0,0095 ¥i;

F< 0, 0005 XX%
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FIG 15.—- Influencia de distintos tiempos de preincubacidn

con  fenilpirdvico a concentraciones 2,305,000 vy ;0,00mM
sobre la actividad FFMVA descarboxilasa. Faorcentajes de
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C. Efecto "in vitro! de la fenilalanina Yy alguno
s

4.C. 1. Efecto de la fenilalanina.

En primer lugar se ha ensavado la posible accidn de
altas concentraciones de fenilalanina sobre la FFMYA
descarboxilasa, FMVA cinasa y MVA cinasa en higado vy
cerebro.

La TARLA 12 (FIG. 14) muestra el efecto producido
por concentraciones 1,25, 2,530 v 5,00 mM de fenilalanina
sobre las enzimas antes mencionadas. En ellas, se observa
que a una concentracidn de 1,25 mM el efecto sobre las
actividades enzimaticas puede considerarse no
significativo mientras que a concentraciones superiores
(2,50 v 5,00 mM) se aprecia una inhibicidn significativa vy
progresiva en la actividad FFMVA descarboxilasa. lLas
cinasas no parecen afectarse a ninguna concentracidn de
fenilalanina.

En cerebro TABLA 13 (FIG.16) zse observa algo similar
produciendose inhibicidan en la descarboxilasa a partir de
una concentracidn de 2,30 mM.

Comparando los resultados cbtenidos para 1la
actividad descarboxilasa en higado y cerebro, se observa
uria actuacidn alge mavor de la fenilalanina a nivel de
higado (FIG.17)
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Concen-—

tracidn
(mi)

TARLA 12.- Efecto de la fenilalanina

Derivados fosforilados
(nmol/ 30 min/mg prot.)

Actividad enzimatica

a distintas concentraciones
sobre la actividad FFMYA descarboxilasa, PMYA cinasa v

(nmal/ 30 min/mg prat.)

FFMVA

FMVA

FFMYO desc.

FMVA cinasa

MYA cinasa

58, 2049, 50
52, 60+7 , 00
51, BO+8, 90

48,6011 ,60

114,20+ 8,10
109, 70+16, 10
111,50+ 2,60

6,10+ 3,20

32, B0+1, 90
29,30+1, 91

24,10+0,7

¥
21,80+0,4
XX

91,00+ 9,60
81,20+ 7,2
75,90+ 8,9

70,40116, 4

205, 20412, 61
191,60+17,561
187,40+27, 40

166, 50+16, 51

Los resultados se expresan como la media de tres determinaciones & S.E.PM.
F= niveles de significacidn de la t de Student; F<0,05 ¥3P<0,05 ¥X%-



TABLAS 135.~ Efecto de la fenilalanina a distintas concentraciones
sobre la actividad FFMVA descarboxilasa, FMVA cinasa vy
MVA cinasa de cerdsbro.

Concen— Derivados fosforilados fctividad enzimdtica
tracidn (nmal/ 30 min/mg prot.) (nmol/ 30 min/mg prot.)

— FFMVA FMVA FFMVA desc. FMVYA cinasa MYA cinasa
———— 24,10£2,70 72,205,530 15,20+0,71 39, 30+2,70 111,306, 10
1,25 26,1043, 60 83, 50+9,00 14,2040, 60 40, 30+3,61 23,80+9,70
2,50 28, 10+5, 30 77, 30+2,90 12,50+0,61 40, 60+5, 31 117,90+6,01
S, 00 22,8012, 60 86, 20+7, 30 1:,40&0,9 34, 202,70 120, 40+7,81

LS

Los resultados se expresan como la media de tres determinaciones & SB.E.M.
F= niveles de significacidén de la t de Student; F<O,00 %
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FIG. l6.— Efecto de la fenilalanina a distintas concen-

traciones sobre la actividad FFMYA descarboxil asa, FMVA
cinasa vy MVA cinasa de higado y cerebro, Actividad FFPMVA
descarboxilasa (O); actividad FMVA cinasa (A )3 actividad
MVA cinasa (D). Lineas continuas corregsponden a cerebro v
lineas discontinuas a higado. Las lineas verticales
representan el error estandar de la media.
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FIG. 17.—- Efecto de la fenilalanina a distintas concen-—
traciones sobre 1la actividad FFMVA descarboxilasa.
Forcentajes de actividad en higado v cerebro.
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4.C.2. Efecto del fenilpirdvico.

El efecto del fenilpirdvico a concentraciones 1,25,
2,30 y 5,00 mM sobre las enzimas hepaticas se muestra en
la TABLA 14 (FIG. 18). En este caso. aparece una marcada
inhibicidn de la& actividad descarboxilasa vya a una
concentracidn de 1,25 mM que progresivamente va aumentando
segun crece la caoncentracidn de metabolito. Las
actividades FMVA cinasa vy MVA cinasa no se inhiben frente
a ninguna concentracidn de fenilpirdvico ensavada.

ElL efecto producido por el fenilpirdvico scbre las
enzimas cerebrales se detalla en la TABLA 15 (FIG. i8).
Como puede apreciarse a una concentracidn de 1,25 mM se
produce tambien una marcada inhibicidn de la actividad
descarboxilasa, inhibicidn que aumenta progresivamente
segun ocrece la concentracidn de fenilpirdvico. Las
actividades cinasas no sufren variacidn significativa a
ninguna concentracidn.

En comparacidn puede observarse que el etecto
inhibidor ejercido por el fenilpirdvico sobre la actividad
descarboxilasa a. cualqgquiera de las concentraciones

ensayadas es mayor a nivel de cerebro (FIG. 19).
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TABLA 14.— Efecto del fenilpirdvico & distintas concentraciones

sobre la actividad FFMVA descarboxilasa, FMVA cinacza vy
MVA cinasa de higado.
Concen- Derivados fosforilados Actividad enzimatica
tracidn {rmmol/ 30 min/mg prot.) {nmel/ 30 min/mg prot.)
¢l
. FEMVA FMVA FFMVA desc. FMVYA cinasa MVA cinasa
———— 68,1025, 10 142,80f 6,16 31,95¢0,80 100,05+4+5, 10 242,00 8,01
1,25 70, 60+5, 60 140,10+13,8 19,8841, 10 20,48+5,70 230,30+14,61
2,50 60,406, 20 135,40 2,20 1§T68t1,80 78,08+6,41 215,48+ 6,80
Sy QO 67,3016, 40 136,00+ 5,40 1??22t0,91 78,826,400 214,50+t 8,41
ES 8

lLos resultados se expresan como la media de tres determinaciones + S5.E.M.
P= niveles de significacidn de la t de Student; P<0,003 Xk FIO,00035 fd0k
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TABRLA 15.- Efecto del fenilpirdvico a distintas concentraciones
gsobre la actividad FFMVA descarboxilasa, FMYA cinasa vy
MVA cinasa de cerebro.

Concen-— Derivados fosforilados Actividad enzimatica

tracidn (nmol/ 30 min/mg prot.) (nmol/ 30 min/mg prot.)

{m

L FPMYA FMVA FFMVA desc. FMVA cinasa MYA cinasa

St 45, 20+10, 20 124,40+ 5,40 13,9040, 30 59, 10+10,30 183,50+11,41

1,25 335,16+ 0,75 140,21+22,01 8,61+1,10 41,77+ 1,31 181,90+22,01

2,30 48,61+ 0,50 111,64+ 8,60 *TEOiI,OO 35,81+ 1,10 187,40+ 8,61

G000 47,11+ 0,64 119,51+ 1,30 2?07t0,60 31,18+ 0,71 170,60+ 1,51
LSS

Los resultados se expresan como la media de tres determinaciones + S.E.M.
P= niveles de significacidn de la t de Student; F<0,008 X¥; P<0,0003 k¥
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FIG. 18.~ Efecto del fenilpirdvico a distintas concen—
traciones sobre la actividad FEMVA descarboxilasa, FMVA
cinasa y MVA cinasa de higado y cerebro. Actividad PFMVA
descarboxilasa (O); actividad FMVA cinasa {(A)Y; actividad
MVA cinasa (). Lineas continuas corresponden a cerebro v
lineas discontinuas a higado. Las lineas verticales
representan el error estandar de la media.
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4.C.3. Efecto del fenilacético.

El dcido fenilacético tambien produce wuna marcada
inhibicidn en la actividad dscarboxilasa., tanto en higado
como en cerebro. El efecto sobre las enzimas hepéaticas se
muestra en la TABLA 16 (FIG. 20) en la cual se puede
apreciar que a cualguier concentracicén ( 1,25-5,00 mM) se
produce una disminucidn significativa de la actividad
descarboxilasa mientras que las cinasas no se afectan.

La TABLA 17 (FIG. 20) pone de manifiestc la
inhibicidn producida por el fenilacético sobre la
descarbaorilasa de cetrebro sin modificarse a ninguna
concentracidn las actividades cinasas.

Al dgual que en el casoc anterior, el efecto
inhibidor sobre la descarboxilasa es mayor en el caso del
cerebro a cualquier concentracidn (FIG. 21)

4.C. 4. Efecto del fenillactico.

La TARLA 18 (FIG. 22 v 23) muestra los resultados
chhtenidos con el fenillactico a concentraciones crecientes
spbre las actividades enziméticas en higado. Como puede’

apreciarse, a ninguna de estas concentraciones el
fenillactico produce wna variacidn significativa de la
actividad descarboxilasa de higado. Las actividades

cinasas tampoco sufren inhibicidn significativa.

En cerebro segun muestra la TABLA 19 (FIG., 22 vy 23)
a concentracidn 1,25 oM de fenillactico tampoco se produce
urna inhibicidn significativa de 1la descarboxilasa; sin
embargo a concentracidan 2,50 v 5,00 mM si se ejerce un
gfecto inhibidor sobre esta enzima de cerebro.
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TABLA 16.~ Efecto del fenilacetico a distintas concentraciones
sobre la actividad FFMVYA descarboxilasa, FMYA cinasa v

Concern- Derivadons fosforilados Actividad enzimdtica

tracidn  {(nmol/ 30 min/mg prot.) (nmol/ 30 min/mg prot.)

¢

. FFMVA FMVA FPMVA desc. FMVA cinasa MVA cinasa

- 44, 0342,70 98, 20+5,80 39,.,46+1,40 85,49+1,40 183, 606,351

1,258 S2.3043,06 105, 78t6, 20 32,72+¢1,80 85, 02+3,59 190,80+7,11

2,80 53, 50+3,04 107,86+1,08 22,82&1,81 83, 32+3,2 121, 10+3, 31

o, 00 45, 40+5, 36 97,.83+3,40 22,34&0,42 ’3,74&5,30 171,606,232
XX

Los resultados se expresan como la media de tres determinaciones t S.E.M.

-

F= niveles de significacidén de la t de Student; F<0Q,00 %3 PFJI0,003 XX

%1



TARLA 17.- Efecto del fenilacetico a distintas concentraciones
sobre la actividad FPMVA descarboxilasa, FMVYA cinasa vy
MVA cinasa de cerdbro.

Concen- Derivados fosforilados Actividad enzimatica

tracidn  inmol/ 30 min/mg prot.) (nmol/ 30 min/mg prot.)

o FFEMVA FMVA FFMVYA desc. FMVA cinasa MVA cinasa

——— 23,4441, 24 FIFLEZ,ET 15,3510, 10 38,7941, 20 132,702, 60

1,25 20,79+1,00 92,54+1,00 12,430,311 33, 22+1,11 125,76+1,30

2,50 13, 15+0, 30 86,74+0,20 1??16&&,11 29,31+0,30 116,05+0,90

T, 00 14,06+0,42 86, 13+3, 30 :féBrO,BO 20,41+0,91 106,51+3, 61
XXk

Los resultados se expresan como la media de tres determinaciones & S.E.M.
F= niveles de significacidn de la t de Student; F<0,000 XX
Fa, D005 XXX
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FIG. 20,— Efecto del fenilacdgtico a distintas concen-—

traciones sobre la actividad FPPMVA descarboxilasa FMVA
cinasa vy MVA cinasa de higado y cerebro. Actividad FPMVA
descarboxilasa {0O); actividad FMVA cinasa {(8)3; actividad
MVA cinasa (). Lineas continuwas corresponden a cerebro vy
lineas discontinuas a higado. l.as  lineas verticales

representan el error estdandar de la media.
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Forcentajes de actividad en higado vy cerebro.
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TARLA 18.~ Efecto del fenillactico a distintas concentraciones
sobre la actividad FPFMVA descarboxilasa, FMVA cinasa vy
MVA cinasa de higado.

Concen-— Derivados fosforilados | Actividad enzimdtica

tracidn  (nmol/ 30 min/mg prot.) (nmol/ 30 min/mg prot.)

— FEMVA FMVE FFMVYA desc. FMVA cinasa MVA cinasa
- 46,0342, 70 28,205, 00 39,701, 60 85,8013, 10 185, 7015, 91
1,28 49,72+1,48 103,00+5, 50 38,11+0,81 87,83+1,71 191,505,771
2,30 41,94+3,80 103,05+1,96 36,94+0,92 78,88+%,91 181,90+4,41
S 00 44, 23+2,85 106,2016,05 34,31+1,10 78,594+35,02 184,70+6,81

Los resulados se expresan como la media de tres determinaciones + S5.E.M.

Sv1



TABLA 19. - Efecto del fenillactico a distintas concentraciones
sobre la actividad FFMVA descarboxilasa, FMVA cinasa v
MVA cinasa de cerebro.

Concen- Derivados fosforilados Actividad enzimatica

tracidn (mmol/ 30 min/mg prot.) (nmal/ 30 min/mg prot.)

— FFMVA FMVA FFMVA desc. FMYA cinasa MYA cinaaa-
- 24,52+3, 33 98, 9813, 42 14, 14+0,21 38, 6613, 30 137,604,80
1,25 19,22£1,03 G4, Q93,06 11,12+1,83 J0,34+2, 12 126,41+3,71
2,50 2R, A0+2,39 89,07t5,57 8,01+£0,30 0412, 41 119,416,122
S 00 19,205, 00 5, 69t1, 16 §T$8t0,21 26,2815,02 121,90+6,81

L2 %

Los resultados se expresan como la media de tres determinaciones + 5.E.M.
= niveles de significacidn de la t de Student; F<{0,0003 kXX

9% 1
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representan el error estandar de la media.
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4.C.5. Efecto del o-hidroxi—-fenilacético.

Considerando los resultados expresados en la TAELA
20 (FIG. 24 y 25 el o-hidrosi—fenilacético solo ejerce
gsignificativamente un efecto inhibidor de la actividad
descarborilasa de higado & una concentracidn de S,00 mM.
En cerebro, va a la concentracidn menor ensayada, se
produce una inhibicidn significativa gque va creciendo
segun aumenta la concentracidn . de metabolito TABLA 21
(FIG.24 vy 285) :

For otra parte el o-hidroxi-fenilacético tampoco
ejerce ninguna accidn scbre las cinasas de higado ni de
cerebiro.

4,C.6. Efecto del p-hidroxi-fenilacético.
El p-hidroxi-fenilacético segun se muestra en la

TAERLA 22 (FIG. 26 y 27), solo ejerce inhibicién de la
actividad descarboxilacsa de higado a concentracidn 2,950 v

S,00 mM. En cerebro sin embargo este efecto si se ejerce
a cualquier concentracidn probada, TABLA 23 (FIG. 26 vy
27) . Las cinasas en el caso del higado vy del cerebro no

parecen afectarse a ninguna concentracidén probada.
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06T

Concen-—
tracidn

(i)

TARELA 20.- Efecto del o-hidroxi-fenilacético a distintas concentrs
ciones sobre la actividad FFMVA descarboxilasa, FMYA

cinasa v MVA cinasa de hig

Derivados fosforilados

(nmel/ 30 min/mg prot.)

Actividad enzimatica
(nmol/ 20 min/mg prot.)

ado.

FFMVA

FMVA

FFMVA desc.

FMVA cinasa

MVE cinasa

49,1716, 88

56, 9946, 81

S0, Zot5, 15

119,01+12, 60

i
ch

110,34+ 3,
22,87t 4,45

117,27+ 3,95

34, 39+1,30
34,23+1,61
27,89+2,71

22,9040, 73
* kX

83,51+7,01

202, 50414, 41
201,56t 8,53
202,10+ 7,472

190,51+ 6,51

Los resultados se expresan como la media de tres determinacionesxS.E.M.

F= niveles de significacidén de la t de Student;

FoO, 00058 X%



TAELA 21.~ Efecto del o-hidroxi-fenilacetico a distintas concentra
ciones scbre la actividad FFMVA descarboxilasa, FMVA

Conceri— Derivados fosforilados Actividad enzimatica

tracidn (nmol/ 30 min/mg prot.) (nmol/ 30 min/mg prot.)

— FFMVA FMVA FFMVA desc. FMVA cinasa 'MVQ cinasa
e 33,3314, 30 104,654,446 15,92+0,30 49,4514, 30 154, 11+6, 22
1,25 FE,15+1,30 6, 32+4,76 2,84+0,43 45,99+1, 52 142,31+5,02
2,50 29,2044 ,50 104,97+2,12 12?1010,32 39, 30+4 53 144,31+4,92
Sy QO FE,50+2,94 106,42+4,39 ZTZOto,El 39,90+2,92 1346, 0¢85, 42

k%

Los resultados se expresan como la media de tres determinacionestzS.E.M.
= niveles de significacidn de la t de Student; F<0,005%% 3 F<0,0005%%%
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TAELA 272.—- Efecto del p-hidroxi-—fenilac#tico a distintas concentra
ciones sobre la actividad FFMVA descarboxilasa, FMVA

Concen- Derivados fosforilados Actividad enzimatica

tracidn (nmal/ 30 min/mg prot.? (nmol/ 30 min/mg prot.)

Lot FFMVA FMYA FFMVA desc. FMVA cinasa MYA cinasa

e 64, 6545, 30 116,39+3, 10 34,91+0,71 97, 86+5, 32 215,91+7,4%
1,25 53%,91+0,70 140,90t8,30 34,76t1,01 88,67+1,23 C229,52+8,51
2,30 A8,313x2,350 135, 50+1,08 29,1610,21 77, 4242,32 212,972,735
5,00 52,41+4,06 140, 20+3, 00 E*TSEtO,SI 79,94+t4,01 210, 14+5,02

*k

Los resultados se expresan como la media de tres determinaciones * S.E.M.
F= niveles de significacién de la t de Student; F<0,0035 ¥
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TABLA 23.- Efecto del p-hidroxi—fenilacético a distintas concentra
ciones sobre la actividad FFMVA descarbosxilasa, FMVA

Concen- Derivados fosforilados Actividad enzimdtica

tracidn {nmol/ 30 min/mg prot.) {nmol/ 30 min/mg prot.)

S FFMVA FMVA FFMVA desc. FMVA cinasa MVA cinasa

e 35,3010, 10 117,10+19,80 14,04+0,71 49,34+10,11 166,42+22,21
1,25 31,98+ 6,01 105,60+ 3,80 10,1440, 32 42,12+ 5,52 147,72+ 6,71
2,50 37.54+ 5,55 89,57+ 3,80 ;f50t1,41 46,04+ 5,71 135,62t 6,81
5,00 T6, 60 7,06 93,50+ 4,20 ;,88t0,32 44,48+ 7,10 137,21+ 8,23

X% - -

Los resultados se expresan como la media de tres determinaciones + 5.E.M.
F= niveles de significacidn de la t de Student; F<0,00 ¥3; F<0,003 ¥X
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FIG. 26.- Efecto del p-hidroxi-fenilacético a distintas
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verticales representan el error estandar de la media.
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4.C.7. Efecto del p-hidroxi—-fenillactico.

Este metabolito a cualquier concentracidn (1,25-5,00
mM) produce uma inhibicidn significativa de la actividad
descarborilasa de higado y cerebro segun se deduce de las
TABLAS 24 v 25 (FIG. 28 v 29 . Las cinasas en ningun
caso parecen modificar su actividad.

4.C.8. Efecto de la feniletilamina.

Segun se deduce de la TABLA Z6 (FIG.30 vy 31) 1la
feniletilamina no produce ningun efecto significativo
sobire la enzima descarboxilasa hepatica asi como tampoco
de las cinasas.

En cerebro (TARLA 27) {(FIG. Iy 3L & un
concentracidn 1,25 mM tampoco se produce una inhibicidn
significativa mientras que a 2,50 v 3,00 mM =i se produce
un efecto inhibidor considerable scbre la actividad
descarborilasa. Como en los casos anteriores, sobre las
actividades MVA cinasa y FMVA cinasa no se produce ningun
efecto por las distintas concentraciones de metabolito.
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TARLA 24.~ Efecto del p-hidroxi-fenillactico a distintas concentra
ciones sobre la actividad FFMVA descarboxilasa, FMVA

Concen-— Derivados fosforiladas Actividad enzimatica
tracidn {(nmal/ 30 min/mg prot.) {nmol/ 30 min/mg prot.)
{(mM)

661

FFMVA

FMVA

FFMVA desc.

FMVYA cinasa

MVA cinasa

68,01+ 8,09

136,98+ 7,60

34,88+0,81

102,89+ 8,12

239, 80411, 12

1,25 52,18+ 5,01 141,93+ 6,01  28,39+2,12 80,57+ 5,43 222,51t 8,01
X

2.50 59,411 6,01 132,31+ 5,01 25,83+0,81 85,24+ 6,12 217,51+ 7,82
K%

5,00 62,25+10,70 126, 08+16,00  23,42+1,52 85,67+10,8 211,72+19,31
XX

Los resultados se expresan como la media de tres determinaciones
F= niveles de significacidn de la t de Student ;

FL0,05 ¥;

a0, 00

*
=
-4



TABLA 25.- Efecto del p-hidroxi—-fenillactico a distintas concentra
ciones sobire la actividad PPMVA descarboxilasa, FMVYA

Concen- Derivados fosforilados Actividad enzi&ética
tracian (nmol/ 30 min/mg prat.) (nmol/ 30 min/mg prot.)
D FFMVYA FMYA FFMVA desc. FMYA cinasa MYA cinasa
—— 33,82+9,80 103,28+13,30 15,070,351 48,89+7,81 52,h1+18.gﬂ
1,25 19,26+0,30 115,05+ ,50 12,44+0,12 31,700,852 146,711 5,52
2,30 19,43+0, 50 108,90+ 0,01 zf87t0,01 26,80+0,52 iddq:UF 0,52
S 00 25,80+1,30 111,07+ 8,20 Zféejo,11 F0,36+1,34 141,42+ 8,32
L& % 4

Los resultados se expresan como la media de tres determinaciones + SB.E.M.
F= nivels de significacidn de la t de Student ; F<O,003 X3 P<O,0005 kik;
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TAELA 2&.- Efecto de la feniletilamina a distintas concentra-
ciones socbre la actividad FFMVA descarboxilasa, FMVA
cinasa v MVA cinasa de higado.

Concen-— Derivados fosforilados Actividad enzimatica

;racidn inmol/ 30 min/mg prot.) {nmol/ 30 min/mg prot.)

o FFMYA FMVA FFMVA desc. FMVA cinasa MVA cinaxa
— 85,40+20,80 113,66%14,30 35,89+3,12 121,29+21,01 234,91+25,40
1,25 81,74+ 9,40 116,36t 3,90 Ih P60, 71 118,70+ 9,41 235,02+10,2
2,30 B84,511+19,60 117,8%9+16,97 34,69+6,81 119,96x19,61 230,81+25,72
5,00 3,74+ 8,09 119,60+12,13 29,201,311 112,68+ 8,2 232,54+%14,560

Los resultados se expresan como la media de tres determinaciones & 5.E.M.

€91



TABLA 27.- Efecto de la feniletilamina a distintas concentra-
ciones scohbre la actividad FFMVYA descarboxilasa, FMVA
cinaza v MVA cinasa de cersbro.

Concen- Derivados fosforilados Actividad enzimdtica

tracidn {(rmol/ 30 min/mg prot.) (nmol/ 30 min/mg prot.)

— FFMVA FMVA FFMVA desc. FMVYA cinasa MVA cinasa

—— 24,072,770 72,225,550 13,070,722 I7,1412,72 109,32+ &,11
1,25 22,30+1,50 73, 50+£3, 40 11,11%0,32 33,41+1,61 106,92+ 3,71
2,50 23,587+5,90 77,12i9,15” 10,73+0,31 34, 32+5,92 111, 40410,92
S, 00 26,358+2, 60 72,85£3,07 :,Qgto,éﬂ : Fh, 542,72 109,09+ 4,01

¥

Lpos resultados se expresan como la media de tres determinaciones & G.E. M.
F= niveles de significacidn de la t de Student; FP<0,05 %
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Cinasa y MVA cinasa de higado y cerebro, Actividad FFMVA
descarboxilasa (O); actividad PMVA cinasa (8); actividad
MVA cinasa (D). Lineas continuas corresponden a cerebro Y
lineas discontinuas a higado. Las lineas verticales
representan el error estdandar de la media.
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' 31.- Efecto de la feniletilamina a distintas concen-
?rac10nes sobre la actividad "FHMVA descarboxilasa.
Forcentajes de actividad en higado y cerebro.
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4,C.9. Estudio comparativo del efecto producido por 1la
fenilalanina y los metabolitos ensayados.

Emn 1a TAEBLA 28 se exponen los tantos por ciento de
actividad descarboxilasa de higado v cerebro ohservada
tras el tratamiento con fenilalanina v sus metabolitos.

Como puede apreciarse & excepcidn de la fenilalanina
que  produce mayor efecto inhibidor & nivel de higado, el
resto de los metabolitos ez & nivel de cerebro donde
producen una mayor accidn.

For otro lado, de entre los distintos metabol itos
probados , destaca por su mayvor efecto inhibidor el Acido
fenilpirdvico seguido del p-hidroxni fenillactico vy
fenilacético

El fenillactico vy la feniletilamina a ninguna

concentiracidn de las ensayadas producen efecto
significativo sobre la descarboxilasa hepatica.
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TABLA Z28.- Tanto por ciento de actividad de la PFMVA descar-—
boxilasa por fenilalanina y distintos metabol itos a
diferentes concentraciones

compuesto concentracidn Higado Cerdbrao
Fenilalanina 1,25 89,00% 3, 00%
2,50 73,477 % 82,304 ¥
5,00 b6, 30% XX 73,007 %
Fenilpirdvico 1,25 62,207 %X 62,007 %%
2,50 55,307 %% 51,307 %kx
5,00 35,10% kxx 29,107 kX%
Fenilacético 1,25 82,00% % 80,0071 XX
2,80 75,007 % v 73,007 Xxk%
5,00 71,00% %% 41,007 %%%
Fenillactico 1,28 5, 007 78, 00%
2,50 3, 0% S6,00% XXX
5,00 87,007 . SO,00% k%%
o-hidroxi- :
fenilacético 1,25 99, 99% 20,007 X%
2,30 81,00% 63,0074 XXX
S, 00 66,00% kX 40,007 %%
p-hidroxi-
fenilacdtico 1,25 99,99% 72,20% %%
2,50 83, 30% X% 60, 50% X
S.00 78,80% XXk S6,15% %%
p-hidrowi-—
fenillactico 1,25 81,204 % 82,30% x¥
2,90 7E,90% kX% 46,00% XXX
S.00 67 . 00O% *% I0.00% kxk
Feniletilamina 1,25 99;90% 85, 00U
2230 ‘ 76, 0% 82,007 X
S, 00 81,0% 76,00% X
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4.D. Efecto "in vitro" de una meLcla de fenilalanina Y

s S TN SR e e e e e ey T wm S Slaal. LG e sooes antn Fotee S o Sl Ty e s b

Una ver conesiderado el papel inhibidor ejercido por
la fenilalanina y por los distintos metabolitos probados
sobre la actividad descarboxilasa, v observando que la
actividad MVA cinasa y FMVA cinasa no varianm en ningun
caso y a ninguna concentracidn ensayada, pasamos &
determinar exclusivamente 1la actividad descarboxilasa.
Con una mezcla de todos los metabol itos ensayados vy de
fenilalanina, cada uno a concentracidn 0,25 mM se realizd
la siguiente experiencia . La TABLA 29 (FIG. 32) muestra
cComo a esta concentracidn s por otra parte més
figiologica, se produce una pequefia inhibicidn en la
actividad descarboxilasa de higade y una inhibicidn mucho
mayor en la actividad descarboxilasa de cerebro.
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TARLA 29.~ Efecto "in vitro" de una mezcla de fenilalanina vy
sus metabolitos a una concentracidn 0,25 mM sobre
la actividad FFMVA descarboxilasa de

PALPLIS— $-3) =4 ST s 5 T v sae

Actividad enzimatica {(nmol/30 min/mg prot.)

Higadao Cerdbro
Controles 38,71+0,05 ' ?.86+1,98
Mezcla de fenil-—
alanina y meta—
bolitos 35,5910, 64 7, 441+0, 62
LS %

Los resultados se expresan como la media de tres determinaciones + S.E.M.
F= niveles de significacidén de la t de Btudent ; P<0,05 %
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FIG.: 32.~ Efecto "in vitro" de una mezcla de fenilalanina
y sus metabolitos a una concentracidn de 0,25 mM cada uno
sobre la actividad PPMVA descarboxilasa. Forcentajes de
actividad en higado v cerebro. C=controles; E=mezcla de
metabolitos vy fenilalanina.
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Considerando el papel principal de la enzima HMG-CofA
reductasa como reguladora del metabolismo del colesterol,
se ha realizado la siguiente experiencia encaminada a
observar si sobre esta enzima se provocaba alguna accidn
por la presencia de concentraciones de fenilalanina v sus
metabol itos cemejantes & las ensayadas sabte la
descarboxil asa.

Como se huede observar en la TABLA 30 (FIG.33)se
produce una inhibicidén mayor en cerebro que en higado.

El estudio comparativo del efecto de la mezcla
ensayada sobre las actividades reductasa y descarboxilasa
pone de manifiesto que en ambos casos la inhibicidn es
mayor en cerebro que en higado. Asi mismo, en cada
argana, la actividad reductasa resulta mds afectada que la
descarboxilasa (FIG. 34)
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TARLA 30.~ Efecto "in vitro" de una mezcla de fenilalanina y
sus metabolitos a concentracidn 0,25 mM sobre
la actividad HMG-CoA reductasa de

Actividad HMGE-CoA reductasa
(pmpl /13 min/mg prot.)

Higado Cerébro
Controles 1060,25+10,80 384,00+ 6,69
Mezcla de fenilalanina vy 744 ,75+55,33 % 91,539+15,5 X

metabol itos.

Los resultados se expresan como la media de tres determinaciones + S.E.M.
F= niveles de significacidn de la t de Student; FLO,03 X%
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FIG. 33.- Efecto "in vitro" de una mezcla de fenilalanina
y sus metabolitos a una concentracidn de 0,25 mM cada uno
sobre la actividad HMG-Cof reductasa. Forcentajes de
actividad en higado vy cerebro. C=controles; E=mezcla de

metabolitos vy fenilalanina.
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24.- Estudio comparativo del efecto de una mezcla de

fenilalanina v algunos metabolitos a una concentra-—
cidn 0,25 mM sobre las actividades FFMVA descar—

boxilasa v HMG-Cof reductasa.

Forcentajes de actividad en higado y cerebr
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4.F. Produccidn de un modelo experimental de

Fara la produccidn del modelo experimental de
hiperfenilalaninemia en pollo hemos suministrado a un lote
de animales una dieta estandar suplementada con 5% de
fenilalanina vy 0,4% ded-metil fenilalanina {(dieta sd&lida)
vy & otro lote de animales una dieta estandar suplementando
el agua de bebida con 10%.de fenilalanina y 0,8%.de demetil
fenilalanina (dieta liguida)

4.F.1. Efecto de las dietas empleadas sobre el peso de
los animales y de los drganos estudiados. :

Como se ogbhserva en la TABLA 31 en pollos de ? dias
de edad gque mantienen una dieta desde hace 4 dias solo se
aprecian diferencias significativas en el pesoc del higado
y en el caso de la dieta solida. El peso de los animales
asi como el peso del cerebro no sufre variacidn
significativa.

Ern cambio en la TABLA 32 se aprecia como en pollos
de 14 dias de edad que mantienen una dieta desde hace 9
dias =i se aprecia una disminucidn significativa tanto del
peso de los animales como del cerebro e higado en los dos
lotes de animales, es decir, en los alimentados con la
dieta solida asi como en los gue la suplementacidn se hace
en el agua de bebida.
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TARLA 31.- Efecto de una dieta con fenilalanina vy oemetil-—fenilala-
nina sobre el peso del animal entero, del higado ¥
del cerébro. Follos de 9 dias de vida v 4 dias
de dieta.
Dieta solida 5% fenilalanina, 0,4% o—metil
fenilalanina.
Dieta liquida 10%. fenilalanina y 0,8%ctmetil
fenilalanina. '

Feso animal entero Feso higado Feso cerebro
(g) (g) {g3)
Controles 63,4712, 56 2,3610,09 1,140,002
Dieta sdlida Db, F3+2, 14 1,84+0,07 X% 1,18+0,31
Dieta liquida 59,86+1,87 2,3520,10 1, 13+0,03

Los resultados se expresan como resultado de seis edperiencias = S.E.M.
P= niveles de significacidn de la t de Student; P<0,03 ¥
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TAEBLA 32.- Efecto de una dieta con fenilalanina vy od-metil—-fenilala-
nina sobre el peso del animal, del higado vy
del cerdébro. PFollos de 14 dias de vida v @ dias
de dieta.
Dieta solida: 574 fenilalanina, 0,47 o-metil
fenilalanina. '
Dieta liquida: 10%4.fenilalanina v 0,8%. dmetil
fenilalanina.

Feso animal entero Feso higado Feso cerébro
(g) {g) (g
Controles ?4,08+3,11 3., 58+0,26 1,34+0,02
Dieta sdlida 72,20+3,39 % 2,29+0,08 % 1,21+0,04 X
Dieta liguida 75,40+8,16 X 2,30+0,22 X% 1,20+0,05 %

Los resultados se expresan como la media de seis determinaciones +8.E.M.
F= niveles de significacidn de la t de Student; F<0,05 X%
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4.F.2. Variacidn de la relacidn fenilalanina/tirosina con
lag distintas dietas y con distinto tiempo de tratamiento.

Uno de los parametros principales para determinar
que nes encontramos ante una hiperfenilalaninemia es
comprobar  que la relacidn Fen/Tir estd aumentada en
nuestras experiencias y como se deduce de la TABLA 33 va a
los 4 dias de duracidn de la dieta, la relacidn Fen/Tir en
plasma aumenta considerablemente con la dieta sdlida vy
algo menos con la administracidn de la dieta liquida. 8in
embargo & los 9 dias de administracidn de la dieta estos
valdres tienden a igualarse en los dos tipos de dietas
administradas aunque la dieta sdlida sigue presentando una
relacidn Fen/Tir mayor.

En el caso del cerebro, con los dos tipos de dietas
se alcanzan valores cemejantes en la relacidn Fen/Tir vy
estos valores son estables a partir del 4% dia de
administracidn de las mismas.

En higado tambien se alcanzan valores bastante
semejantes en cuanto a relacidn Fen/Tir con laos dos tipos
de dieta vy estos se alcanzan ya a los 4 dias de duracidn
de la dieta manteniendose estables con la continuacidn del
trratamiento.

Segun se desprende de la TABLA 33 (FIG. 35 los
mayores niveles en cuanto a relacidn Fen/Tir se alcanzan
en plasma, con dieta sdlida sobre todo. Con respecto a
los dos drganos estudiados es el cerebro el que alcanza
mayores valores de Fen/Tir, alcanzrandose estos yva a los 4
dias de administracidn de las dietas. En higado estos
valores son mucho mas peqguenos, alcanzandose tambien a los
4 dias de administracidn de las dietas.
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TARBLA 33.- Variacidn de la relacidn Fen/Tir con los tipos de
dieta v con distinto tiempo de tratamiento en

Flasma Cerebro Higado
dias de tratamiento ‘ dias de tratamiento dias de tratamiento
4 4 4 9 4 ?

Control 1,66 0,93 1,80 1,00 0,26 ' 0,80
Dieta

s&lida 12,80 12,50 7,80 7,80 1.41 1,60
Dieta

liquida 4,08 10,00 7450 by 70 1,60 2,18

Los resultados se expresan como la media de tres determinaciones +5.E.M,
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4,.F. 3. Efecto de las distintas dietas sobre la concentracidn de
aminodcidos.

4.F.3.1. Efecto en plasma.

Las concentraciones de amincdcidos en el plasma de los pollos
sometidos a los dos tipos de dietas sufren una variacidn con respecto
a los controles gue se pueden resumir, segun se desprende de las
TARBLAS I4 vy 3JI5 (FIG. Th y 37D, en uwna disminucidn de la
concentracidn de casi todos los aminodcidos citados comn la excepcidn
del 4dcido aspéartico v glicina y en menor proporcidgn del glutdmico vy
la glutamina.

Como era de esperar la fenilalanina sufre tambien un gran
awmento en su valor absoluto con respecto & los controles mientras
que la tirosina a los 4 dias de duracidn de la dieta permanece aun
por debajo de los valores normales sufriendo un ligero ascenso a los
9 dias de duracidn de la dieta.

4.F.3.2. Efecto en cerebro.

La administracidn de las dietas tendentes a provocar una
hiperfenilalaninemia produce en el cerebro de 1los animales una
disminucion casi general en la concentracidn de aminnacidos.
Spolamente cse aprecia una elevacidn significativa de glicina asi como
tambien de serina, aungue esta ultima en algunos casos no  sea
significativa (TABLAS 36 vy 3713 (FIG. 38 y 39 .

l.os valores absoclutos de fenilalanina aumentan
considerablemente v aunque en la FIG. aparecen elevados los valores
de tirosina, hay que constatar gue estos Jdltimos no  son

estadisticamente significativos.

4. F.3.3. Efecto en higado.

En higado, segun se desprende de las TARLAS 38 v 39 (FIG 40 vy
419 noe  se produce uwna desviacidn muy apreciable con respecto a los
valores controles aunque si conviene destacar wun  disminucidn de
alanina, iscoleucina y leucina. Los valores elevados de fenilalanina
=21 son significativos estadisticamente mientras que los de tirosina
no lo son.
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TABLA 34.—- Efecto de la administracidn de las dietas
Dieta sdlida: 3% fenilalanina 0,47 ometil
fenilalanina.

Dieta liquida: 10%.fenilalanina vy 0,8%.d-metil
fenilalanina.
Duracidn de la dieta: 4 dias.

Aminodcidos

Controles

Dieta sd&lida

Dieta liquida

Aspartico 0,18+0,01 0,33+0,03 % 0,37+0,03 %%
Treonina 0,6120,05 0,39+0,01 X 0,32+0,05 X%
Serina 0,58+0, 03 0,43+0,02 % 0,45+0,02 %

Glutamico

Glutamina

Glicina 0,26+0,02 0,30+0,01 % 0,29+0,03 %
Alanina 0,88+0,02 Q,55+0,01 %% 0,47+0,03 ¥¥%
Valina O,ﬁth,OS 0,181+0,02 %% 0,09+0,01 XX
Iscleucina 0,14£0,02 Q,06+0,03 Q0,070,002
Leucina 0,24+0,01 Q,07+0,03 X 0,06+0,02 XX
Tirosina 0,3040,02 Q,20+0,02 % 0,17+0,03 XX
Fenilalanina 0, 304£0,04 0, 96+0,03 XX 2,1940,02 XXXk
Histidina 0,28+0,03 0,1140,03 0,120,004
Ornitina 0,3540, 03 0, 52+0,03 0,49+0,05
Lisina Q,63+0,02 0,250,022 ¥%% 0,26+0,01 ¥X%
Amonio Q300,02 0,31+0,05 0,300, 01
Resultados expresados en umol/g de plasma + S.E.M.

P= niveles de significacién de la t de Student; P<0,05 ¥;

F<O, 0005 % x

0,27t0,072

0, 33+0,01

0, 260,03

0, 2840, 03

0,31+0,01

FCO, 005 XX
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Aminecacidos
Aspartico
Treonina
Serina
Glutamico
Glutamina
Glicina
Alanina
Valina
Igoleucina
L.eucina -
Tirosina
Fenilalanina
Histidina
Ornitina
lLisina

AMOoNio

TABLA 38.- Efecto de la administracidan de las dietas sobre la
Dieta salida: S% fenilalanina 0,4% J-metil
fenilalanina.

Dieta liquida: 10%Z.fenilalanina y 0,8%.dmetil
fenilalanina.

Controles Dieta sdlida Dieta liquidas

0,18+0,01 0, 30+0,02 % 0,34+0,04 X
0,63+0,02 0, 2840,04 %X 0,26+0,04 %X
0, 5240, O3 0,49+0,01 0,40+0,03 %
0,31+0,03 0, 37+0,02 0, 40+0,04
0,30+0,01 Q,33+0,03 0,36+0,03

Q. 27+0,03 G,38+0,03F % Q,37+0,02 %
0,84+0,03 0,64+0,03 X 0,54+0,02 %X
0, 33+0,04 0,260,035 Q,24+0,04
Q,16+0,03 Q,10+0,02 Q,13£0,03

Q. 22+0, 03 0,15+0,03 0, 1740,03

0, 15+0,04 Q,20+¢0,02 0, 16+0,04
0,14+0,04 2,00+0,04 XEXx¥ 2,00+0,03 k%K%
0,16+0,04 0, 1340,03 O, 14+0,05
0,76+0,02 Q,64+0,06 0,79+0,30
0,6810,06 0,2140,07 % 0, 20+0,50

0, 2340, 70 0, 25+0, 50 0, 22+0,09

Fesul tados expresados en amol/g
F= niveles de significacidn de la t de Student; P<0,035 ¥; F{0,0035 xx

FLO, 00058 %%

de plasma £ S.E.M.

(n=6)
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en plasma.
La linea discontinua corresponde a 4 dias de trata-
miento v la linea continua a % dias de tratamiento.
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FIG. 37.-Efecto de la dieta liguida con distintos tiempos
de tratamiento sobre la concentracidn de aminodcidos
en plasma .
La linea discontinua corresponde a 4 dias de trata-
miento v l1a linea continua a 2 dias de tratamiento.
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TABLA 36.—~ Efecto de la administracidn de las dietas
sohre la concentracidn de aminodcidos en gerébro
Dieta sdlida: 5% fenilalanina Q,4% ob-metil
fenilalanina.
Dieta liquida: 10%.fenilalanina y 0,8%.dmetil
fenilalanina.

Aminoacidos Controles Dieta sdlida Dieta liquida
Aspartico 3,490,117 2,72+0,30 1,76+0,06 %

Treonina
Serina
Glutamico
Glutamina
Glicina
Alanina
Valina
Isoleucina
Leucina
Tirosina
Fenilalanina
Higtidina
Ornitina
Lisina
Amonio
Triptafano

GAEA

Resul tados expresados en umol/g de cerebro + S.E.M.

0,27+0,02
0,37+0,03
2,8140,10

1,57+0,04

0,490, 00
0, 0740, 00
0,05+0,00
Q,10+0,00
0, 05+0, 00
0, 09+0,00
0,100,000
0,33+0,09
0,31+0,01
0, 3540, 01
0,59+0, 00

2062+0,00

0,47+0,03 %X
2,53+0,28
1,50+0,00
1,36+0,11 X%
0,58+0,00
0, 0540, 00
0,04+0,01
0, 06+0, 01
0,08+0,01
0,60+0,11 %%
0,1240,03
0, 27+0, 03
0, 2840, 06
0,31+0,06
0, 36+0, 06

2, 52+0,01

0, 18+0,00 X%
0;63+0,08 %X
2, 4240, 23
1,1140,03
0,99+0,02 X

0,54+0,03

0, 0440, 00

0, 0440, 00

0., 07+0,01
0, 55¢0,09 XX
G,08+0,00
0,27+0,09

0,28+0,09

P= niveles de significacidn de la t de Student; P<0,05 x: F<0,005 %X
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Aminoacidos
Aspartico
Tremnina
Serina
Glutamico

Glutamina

Glicina

Alanina

Valina

Isoleucina

Leucina

Tirosina

Fenilalanina

Histidina
Grnitina
Lisina
Amonio
Triptatfano

GAEA

TABLA

37.~ Efecto de la administracidén de las dietas

sobire la concentracidn de amincdcidos en

Dieta salida:
fenilalanina.
Dieta liquida:
fenilalanina.

5% fenilalanina 0,4% ol-metil

10%.fenilalanina v 0,8%.d-metil

Duracidn de la dieta: 9 dias.

Controles

3, 0840, 26

Q,44+0,04
Q,07+0,00
0,07+0,01
0, 10+0,00
0,061+0,00

Q,0630,0

x"r

!JL*U 07
0, 54+0, 173

2, 44+0,06

Dieta sd&lida Dieta liguida

2.69+0,35

2,42+0,35

Q, 190,00 2040, 00
0,36+0,06 XX 0,32+0,02 %%
2,88+0,26 | 3.5140,86
1,02+0,02 XX 0,84+0,04 %%
1,110, 13% 1,26+0,02 X
4440,03 Q,50+0,01
0, 05+0,01 0,05+0, 00
Q0,044+0,01 Q,03+0,00
0,06%0,01 0,05t0, 00
Q. 09+0,02 0,0816,01
0,61+0,11 XXX L6310, 00 XXX

1,82+0,10

0, 41+0,01

2, 09+0, 25

Resultados expresados en mol/g de cerdébro * S.E.M (n=6)
F= niveles de significacidn de la t de Student; PF<0,05 X3 F<Q,003 %X

FLO, 000SE k%
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8. -Efecto de la dieta s&lida con distintos tiempos
de tratamiento sobre la concentracidn de aminoidcidos
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La linea discontinua corresponde a 4 dias de trata-—
miento v la linea continua a 9@ dias de tratamiento.
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FIG. 39.-Efecto de la dieta liquida con distintos tigmpqs'
de tratamiento sobre la concentracidn de aminoacidos

en cerebro. ~

La linea discontinua corresponde a 4 dias de ?Fata‘
miento y la linea continua a 9 dias de tratamiento.
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TAEBLA 38.- Efecto de la administracidn de las dietas
sobre la concentracidn de aminodcidos en
Dieta s&lida: 5% fenilalanina 0,4% o-metil
fenilalanina.
Dieta ligquida: 10%.fenilalanina y 0,8%. &metil
fenilalanina.
Duracidn de la dieta:4 dias.,

Aminodcidos Controles

Dieta liquida

Aspartico 2,16+0,39 1,51+0,45 1,42+0,47
Treonina 0,77+0,25 0,15+0,02 XX 0, 330,01 X%
Serina 2,280,337 1,59+0,53 1,13+0,27
Glutamico 1,22¢0,17 0,88t0,11 0,98+0,02
Glutamina 1,23+0,07 1,05+0,02 0,84+0,01
Glicina 0,57+0,28 0,53x0,02 0,37+0,01

Al anina 0, 63+0, 20 0,30£0,08 ¥ 0,28+0,12%
Valina 0, 33t0,02 0,16+0,02 %X 0,19+0,02 %
Isoleucina »16+0,01 0,08+0,01 %% 0,09t0,02 %
Leucina Q,50+0,03 0,24+0,05 % 0,30+0,07 X
Tirosina Q260,02 0, 23+£0,05 Q,36+0,10
Fenilalanina 0,25+0,02 0, 37+0,01 X% 0,51+£0,05 %%

Histidina
Ornitina

Lisina

0. 54+0,10
0 » 7140 M D0

0,56+0,09

0,07+0,01
0,77+0,01

0, 4620, 00

Fesul tados expresados en)Amol/g de higado + S.E.M.

F= niveles de significacidn de la t de Student. PO, Ud *s

0,07+0,01
0,76+0,01

0,41+0,00

FCO,005 XX
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TABLA 39.~ Efecto de la administracian de las dietas
sobre la concentracidn de aminocacidos en
Dieta sd&lida: S% fenilalanina 0,4% d-metil
fenilalanina.
Dieta liquida: 10%.fenilalanina vy 0,8%. kmetil
fenilalanina.
Durracidn de la dieta:Q dias.

Aminodcidos Controles Dieta sdlida Dieta liguida

Aspartico
Treonina
Serina
Blutamico
Glutamina
Glicina
Alanina
Valina
Isoleucina
Leucina
Tirosina
Fenilalanina
Histidina
Ornitina

Lisina

1,8410,56
1,4%&0,20
1,33£0,06
0,47+0,135
0,68+0,08
0y 25+0,09
0, 15+0,04
0y 4140,13
0,24+0,08
0,20+0,06
Q,47120,11
0,93+0,04

0,43+0,18

2,03+0,41
0,49+0,16 %
1,6040,22
1,48+0,29
1,33+0,04
0,704+0,13
0,43+0,18 %
0, 2540, 02
0, 1340, 01
0, 4520, 04
0,4é¢0,02
1,07+0,16 %X
0, 39+0, 07
1,17+0,01

0, 39¢0,02

Resul tados expresados en Amol/g de higado + S.E.M. (n=4)
F= niveles de significacidén de la t de Student;F<0,05 %; F<0,0005 XX

2,01+0,32
0,53+0,16
1,68+0,30
1,36%+0,04
1,3340,03
0, 680,09
0,36+0,21
0, 304¢0,04
0,13+0,02
0,39+0,07

0,63+0,06

1,04+0,26 %X

0, 32+0, 05
1,10£0,12

0,3440,07
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FIG. 40.-Efecto de la dieta sdlida con distintos tiempos
de tratamiento sobre la concentracidén de amincdcidos
en higado.
La linea discontinua corresponde a 4 dias de trata-—
miento v la linea continua a 9 dias de tratamiento.
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FIG. 4l.-Efecto de la dieta liquida con distintos tiempos

de tratamiento sobre la concentracidn de aminodcidos
en higado.

La linea discontinua corresponde a 4 dias de trata-
miento v la linea continua a 92 dias de tratamiento.
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4.6. Efecto de la hiperfenilalaninemia experimental sobre
la actividad PPMVA descarboxilasa.

Una vez comprobado que los pollos sometidos a las
dos dietas ensayadas presentan una situacidn de
hiperfenilalaninemia experimental, se pasd a comprobar en
experiencias "in vivo" =i esta situacidn afecta & la

actividad FPMVA descarboxilasa.

La TARLA 40 (FIG. 42) muestra como, vuna ver

establecida la situacidn de hiperfenilalaninemia, la
actividad FPMVA descarboxilasa sufre upa inhibicidn tanto
en higado como en cerd<bro. Comparando los distintos

tiempos de exposicidén a las distintas dietas no se
observan grandes diferencias entre los 4 & los 9 dias, si
bien 1la inhibicidn es algo mayor cuando se han sometido a
? dias de ingesta de la dieta experimental.

Con respecto a las dos dietas ensayadas, la
inhibicidén es tambien aproximadamente igual en ambos
casos, a pesar de que la concentracidn de fenilalanina vy
-metil fenilalanina difiere bastante de una dieta a otra.
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TAELA 40.- Efecto "in vivo" de dietas suplementadas
can fenilalanina y ometil fenilalanina
sobre la actividad FPFMVA descarboxilasa.
Dieta solida: 5% fenilalanina, 0,4% otmetil-
fenilalanina.
Dieta liquida: 10%Z. fenilalanina, 0,8%, ot-metil-
fenilalanina. ‘

Higado Cerebro

Dias de tratamiento Dias de tratamiento

4 9 4 9

961

Contrples

35,37+1,57

39,79+1,53

15, 69+0,38

18,79+0,75

Dieta .

séGlida 24,771,300 23,781+0,62 Py 610,63 10,09+0,45
X XX L &3 k¥

Dieta

liguida 24,88x0,96 23,66+0,49 10,41+1,03 10, 39+0,87%
XX kKX 4 X

Los resultados se expresan como la media de tres determinaciones+S.E.M.
F=niveles de significacion de la t de Student; P<0,035 %,F<0,005 %¥%;

FLO, 00050 X%%
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H. Efecto de la hiperfenilalaninemia experimental sobre

El efecto de la hiperfenilalaninemia experimental,
provocada en pollos por la ingestidn de las dos dietas
ensayadas, sobre la actividad HMG-CoA reductasa se edpresa
en la TABLA 41 (FIG. 43).

Como puede observarse en higado se produce una
fuerte inhibicidn mds pronunciada a los 4 dias de ingesta
de las dietas. Sin embargo & los 9 dias de ingesta la
actividad gue se encontraba practicamente inhibida parece
recuperarse en gran parte.
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TABLA 41.- Efecto "in vive" de dietas suplementadas con
fenilalanina y «metil—fenilalanina sobre la
actividad HMG-CoA reductasa en
Dieta sdalida: 5% fenilalanina, 0,47% o-metil
fenilalanina.

Dieta liguida: 10%Z.fenilalanina, 0,8%.de d—metil
fenilalanina. '

‘Higado Cerebro
‘Dias de tratamiento Dias de tratamiento
4 9 4 9

Controles 1001, 00+60,00 Q76,60+26,00 616,00+12,00 828,00+12,00
Dieta
sélida 56,70+16,40 8556, 00+22,00 450,00+ 4,00 559,00+23,00

k¥ XX XX : XX
Dieta )
liquida 123, Q035,00 &46,00+26,00 376,001 5,00 455, 00+29 .00

*kX X 3 %

661

Los resultados se expresan como la media de tres determinaciones + B.E.M.
F=niveles de significacién de la t de SBtudent; P<0,05 ¥,F<0,005 X¥;
EL0.0005 KXk |
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La oligofrénia fenilpirdvica o fenilcetonuria fue
identificada en 1934 por Folling, siendo durante mucho
tiempo una simple curiosidad bioguimica v una enfermedad
aislada. 8in embargo, en la actualidad se cuentan por
centenares los casos encontrados en los programas de
seleccidn masiva en el recien nacido gue se estan llevando
a cabo en varios paises con fines preventivos.

Despues de mds de 30 afios de investigacidn, la causa
del retraso mental propic de esta enfermedad permanece aun
desconocida. Be han propuesto varias hipotesis, pero no
s  cuenta con datos suficientes que las comprueben o las
unifiquen. De hecho, se acepta que un defecto en 1la
mielinizacidn es un proceso fundamental que acompaha
normalmente a la fenilcetonuria, habiendose sugerido que
una de las causas qgque mds satisfatoriamente podria

Hplicar la hipomielinizacidn asociada a _ 1la
hiperfenilalaninemia seria la reduccion de la biosintesis
del colesterol, principal constituyente lipidico de la
mielina. Ello nos ha llevado a investigar el posible
efecto de la fenilalanina v de cada uno de sus derivados,
gue se acumulan anormalmente en estados de fenilcetonuria,
sobte las principales enzimas regul adoras de 1la
colesterogenesis.

Los estudios se han llevado a cabo preferentemente
en higado vy en cerebro, dada la localizacidn hepdatica de
la enzima fenilalanina hidroxilasa cuya carencia
geneticamente control ada es la responsable de la
fenilcetonuria v, por otra parte, habida cuenta que es en
cerebro donde se alcanzan mayores niveles en la relacidn
fenilalanina/ tirosina, con las consecuencias gue de ello
s@  derivan sobre el proceso de mielinizacidn. Se han
hecho experiencias "in vitro” e "in vivae" para lo cual ha
sido necesario disponer de wun modelo experimental de
fenilcetonuwria, habiendeose elegido al pollo por varios
motivos, entre los que podiamos destacar el acumulo de
conocimientos que sobre el metabolismo del colesterol en
este animal se posee en el Departamento vy, por otra parte,
el hecho de gue la mielinizacidn en el pollo ocurre
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fundamentalmente durante el periodo embrionario y es méas
rapida que en otras especies.

En efecto, estudios previos obtenidos en nuestro
Departamento habian puesto de manifiesto la induccidn de
un  modelo experimental de fenilcetonuria en embricn de
pollo entre 11 y 20 dias, es decir, en la etapa en que se
produce el punto culminante de la mielinizacidn en esta
especie animal (159). Dejando a parte otras
consideraciones que seran tratadas con posterioridad,
despues de 9 dias de tratamiento se observeé un  incremento
de cerca de 14 veces en la relacidan fenilalanina/ tirosina
en cerebro debido tanto a un aumento de los niveles de
fenilalanina como & una disminucidn de los de tirosina,
condiciones ambas gque se han encontrado en individuos
fenilcetondricos humanos.

Utilizando embriones de pollo de 1% dias & los qgue
se habia inducido una hiperfenilalaninemia experimental
tal como hemos especificado, se ha demostrado que no
existen diferencias significativas en las actividades
hepdticas HMG-CoA reductasa, MVA cinasa, PMVA cinasa vy
FFMVA descarboxilasa entre los animales controles e
hiperfenialaningmicos. Sin embargo, los niveles de FFMVA
descarboxilasa de cerebro eran significativamente
inferiores en los animal es hiperfenilalaninémicos,
mientras que el resto de las enzimas ensayadas de cerebro
tampoco variaban sensiblemente (109).

Basdndonos en estos resultados se ha planteado, en
gran parte, la presente Memoria. Fara ello se han elegido
pollops de aproximadamente dos semanas de edad ya que, en
esta etapa del desarrollo, se han eliminado los posibles
efectos inhibidores del propic colesterol sobre las
enzimas hepdaticas. En efecto, los valores controles de
las actividades HMB-Cof reductasa y PFMVA descarboxilasa
obtenidos en higado & los 19 dias de desarrollo
embricnaric son enormemente bajos, de acuerdo con la
inhibicidn de ambas actividades enzimdticas y de la propia
ruta colesterogenica por el colesterol acumulado en
higado, preferentemente en forma esterificada y procedente
de la vyema (411,383). Durante el desarrollo postnatal,
ambas enzimas hepaticas aumentan marcadamente su actividad
llegando & estabilizarse hacia los 10-12 dias de vida
(362,411, En estas condiciones el estudio del posible
efecto inhibidor de la fenilalanina v metabolitos
relacionados  puede resultar mucho mds conveniente que &n
el desarrcllo embrionario, cuando ambas enzimas =17)
encuentran va inhibidas.
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En cuanto a lag enzimas de cerebro, si bien la PPMVA
descarboxilasa muestra wn madimo muy acusado de su
actividad alrededor del dia 19 de desarrollo embrionario
(411), =us niveles no varian marcadamente despues de la
eclosidn. Algo semejante, aunque con variaciones aun
menos acusadas, le ocurre a la HMG-CoA reductasa de
cerebro (362,430). Por todo ello nos parecid aconsejable
realizar este trabajo utilizando pollos de 1-2 semanas en
los gue, por otra parte, ya habia finalizado practicamente
la mielinizacidn pero en los que fuera posible poner de
manifiesto una inhibicidén por la fenilalanina y derivados.

Trabajos previos de Shah y col. {430) habian puesto
de manifiesto "in vitro" unia inhibicidn de la
incorporacidn de MVA a lipidos insaponificables er
homogenados de higado vy cerebro por concentraciones
crecientes de fenilalanina a partir de 1.5 mM. Algunos de
los derivados de la fenilalanina como los Acidos
fenilpiruvico, fenillactico y fenilacetico presentaban el
mismo efecto aunque mds acusado, mientras que la tirosina
no afectaba a la formacién de insaponificables (431).

Afios mas tarde, Ranganathan vy Ramasarma (106)
hicieron un estudio intensivo del efecto de diferentes
compuestos Ffenilicos vy fendlicos sobre la sintesis de

estercles en higado a partir de MVA, poniendo de
manifiestoc que, usando el sobrenadante post-nuclear como
preparacidn  enzimatica {incluyendo por tanto mito

condrias) la fenilalanina 8 mM practicamente no inhibia la
incorporacidn de MVA mientras que la tirosina a la misma
concentracidn producia una inhibicidn del 84%. Los dcidos
fenilacetico, fenilpiruvico , p-hidoxi - fenilacetico v
p~hidroxi - fenillactico a la misma concentracidn 8 mM
ejercian un mayor efecto inhibidor proximo al 904 . La
contradicidn frente a los resultados de Shah en relacidn
al efecto de la tirosina intentaba ser explicada sobre la
base de la utilizacicn de diferentes preparaciones
enzimaticas, con o sin mitocondrias v a la existencia o no
de aceptores de cetoacidos en dichas preparaciones. Sin
embargo, la controversia se encontraba abierta, y no solo
en cuanto al efecto de la tirosina, sino en general a la
influencia de distintos radicales sobre la sintesis de
compuestos insaponificables "in vitro". Asi, por ejemplo,
la presencia de grupos hidroxilos en el anillo tenia
efecto variable; el fenilpiruvico era un inhibidor méds
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potente que el p-hidroxi - fenilpiruvico mientras que &
nivel de los dcidos cindmico y p-hidroxi-cindamico ocurria
lo contrario. En cualquier casoc, la inhibicidn parecia
tener lugar en un pasc comprendido entre el mevalonato vy
el isopentenil pirofosfato.

Estudios posteriores llevados &« cabo por Bhat v
Ramasatrma (108) en higado de rata establecieron asimismo
que diversos compuestos fendlicos vy  fenilicos producian
uwna inhibicidn de la enzima FFMVA descarboxilasa, mientras
gue los resultados obtenidos a nivel de la MVA cinasa y la
FMVA cinasa eran mucho mas contradictorios. En general
los compuestos con estructura fenil-vinilica eran mas
inhibidores.

Como antes se ponia de manifiesto, en la presente
Memoria se ha pretendido hacer un estudio intensivo del
efecto de 1la fenilalanina vy de los derivados que se
acumulan  anormalmente en estados de fenilcetonuria,
independientemente de su estructura, sobre las enzimas que
intervienen en el metabolismo del mevalonico, en  un
intento por hacer confluir lineas de trabajo fisiocldgicas
o patoldgicas con otras de tipo puramente guimico. En
este sentido se ha ampliado el campo de los compuestos

investigados, habiendose ensayado comparativamente el
efecto de la fenilalanina, Ffenilpiruvico, Ffenilacetico,
fenillactico, o-hidroxi <+ fenilacetico, p—hidroxi

tfenilacetico, p-hidroxi - fenillactico vy feniletilamina,
alguno de los cuales no habia sido aun investigado en
ningun aorigen. For otra parte el estudio se ha llevado &
cabo en en todos los casos en higado v en cerebro, siendo
en este drgano la primera ver que se acomete tal estudio
tan ampliamente.

Como fase preliminar de nuestro trabajo, se ha
determinado la estabilidad de las enzimas implicadas en la
fosforilacidn vy descarboxilacidn del MVA cuando s
conservan a 4°C y a -4°C. El mantenimiento de las
preparaciones enzimdticas, (sobrenadantes de 105.000 % g)
a 4°C ha puesto de manifiesto gque la FFMVA descarboxilasa
es mucho mas inestable gue la MVA cinasa vy FMVA cinasa,
tanto en preparaciones de higado como de cerebro, va que
al cabo de 24 o 48 h, respectivamente, pierde parte de su
actividad. 8in embargo, el mantenimiento de las
preparaciones enzimdticas a ~-4°C no produce perdida de
actividad en ninguna de las enzimas y origenes estudiados
durante 168 h, lo cual constituye una enorme ventaja con
vigtas a la conservacian de las preparaciones tras su
ofrtencidn.
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Las primeras experiencias sobre inhibicidn se
llevaron a cabo en presencia de fenilpiruvico a una
concentracidn de 2.5 mM. La eleccidn de este primer

agente se hirzo atendiendo a la bibliografia existente, que
1o mostraba unanimemente como uno de los inhibidores de la
incorporacidn de MVA vy dado su  acumulo en casos de
fenilcetonwia. La presencia directa del fenilpiruvico
durante el tiempo que duraban las reacciones enzimaticas

producia una clara inhibicidn de la descarboxilasa
mientras que ambas cinasas no parecian afectarse de una
manera significativa. Estos resultados se obtuvieron

tanto en higado como en cerebro. S5in embargo, si las
preparaciones enzimaticas se mantenian previamente durante
20 min. en presencia del fenilpiruvico, la inhibicidn
observada en la descarboxilasa era muy superior en ambos
Srganos.,

Con objeto de perfilar aun mas el efecto de 1la
preincubacidn, se llevaron & cabo experiencias en las gue
las preparaciones enzimaticas de higado v de cerebro se
mantuvieron 10 o 20 min. en presencia del fenilpiruvico,
lograndose resultados muy semejantes en ambos casos. For
ello, en experiencias posteriores se usd siempre un tiempo
de preincubacidn de 10 min.

El efecto de la preincubacidén habia sido previamente
resefiado  por Bhat y Ramasarma en su trabajo citado (108).
Sin embargo, estos autores no lograron observar ninguna
diferencia significativa e la inhibicidn de 1la
descarborilasa de higado de rata por dcido p-cumdrico con
o sin preincubacidn durante 5, 10 o 13 min. mientras que
la FMVA cinasa solo era significativamente inhibida tras O
min. de preincubacidén, v lo era en un mismo grado tras 10
o 13 min.

For otra parte, estas mismas experiencias fueron
realizadas en presencia de fenilpiruvico a distintas
concentraciones {(2.5-10.0 mM) poniendose de manifiesto una
inhibicidn creciente de la FPMVA descarboxilasa a medida
que aumenta la concentracidn del inhibidor, mientras que
en ningun caso se afectan la MVA cinasa ni la FMVA cinasa.

Una vezr seleccionado el tiempo de preincubacidn a
utilizar vy teniendo en cuenta gue una concentracidn 10 mM
de inhibidor era muy superior & la que podia obtenerse en

condiciones patoldgicas, se realizd Ln estudio
individualizado del efecto de la fenilalanina vy sus
derivados antes mencionados, a concentraciones 1.25-5,00
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mM, sobre las tres actividades enzimdticas tambien
resefiadas. Este estudio pormenorizado ha constituido gran
parte de las experiencias "in vitro" y sus resul tados
(Tablas 12-27) nos han permitido establecer el papel de
los distintos efectores ensavados tanto sobre las
preparaciones enzimdticas de higado como las de cerebro.

De la comparacidan de los distintos resul tados
obtenidos puede deducirse, en primer lugar, gque la
inhibicidn ejercida "in vitro" por cada inhibidor sobre la
FFMVA descarboxilasa es mavor en el caso de la enzima de
cerebro que en la de higado, salvo en el caso de la propia
tenilalanina, que es ligeramente mas efectiva sobre la
descarboxilasa hepdtica. En algunas ocasiones, como en el
caso del acido fenillactico v de la feniletilamina, solo
se produce inhibicidn de la enzima de cerebro, mientras
que la de higado no resulta modificada significativamente.
Este aspecto de nuestiros resultados es sumamente
interesante, va que si bien se habia descrito la
inhibicidn de la enzima hepdtica por alguno de los
metabolitos ensayados, nunca se habia estudiado su posible
accidn a nivel de la enzima de cerebro, &gano en el gue
anarmalmenete se van a acumular en condiciones de
fenilcetonuria clasica o experimental tales metabolitos.
El diferente comportamiento de la descarboxilasa hepatica
vy cerebral no solo se pone de manifiesto a concentraciones
elevadas de metabolito (3.00 mM) gino tambien, en la
mayoria de los casos, a concentraciones muy inferiores
(2.50 mM, e incluso 1.25 mM).

For otra parte de las ocho sustancias ensavyadas, el
acido fenilpiruvico es el inhibidor mas potente,
especialmente en el caso de la enzima hepatica, mientras
que en la descarboxilasa de cerebro el grado de inhibicidn
producido por este compuesto es semejante al  logrado por
el p-~hidroxi - fenillactico vy casi del mismo orden que el
ejercido por el o-hidroxi-+fenilacetico v el fenilacetico.
La destacada potencia inhibidora del fenilpiruvico sobre
la descarboxilasa hepdtica de polloc contrasta con los
resul tados previamente obtenidos por Bhat y Ramasarma
(108) quienes describen un grado de inhibicidn semejante
(alrededor del 30%) para el fenilpiruvico, fenillactico,
p-hidroxi-fenilacetico v casi semejante al del p~hidroxi
fenillactico, ensayados cada uno de ellos a una
concentracidn 2.5 mM.

Er cuanto a una posible relacidn entre estructura

quimica vy grado de inhibicidn de la FFMVA descarboxilasa,
nuestros resultados no - contribuyen a aclarar la
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controversia Histente, ya gue ninguno de los inhibidores
por nosotros ensayados presenta estructura fenil -~
vinilica, supuestamente mds inhibidora que la exhibida por
la cadena lateral tipo piruvato, lactato o acetato (108).
Asi mismo, la presencia de un grupo hidroxilo parece
atectar poco significativamente al grado de inhibicidn
producido, va gque este es semejante en los casos de
fenilacetico, o-hidroxi - fenilacetico V' p~hidroxi
fenilacetico, por una parte, si bien parece ser
ligeramente superior en el p-hidroxi-fenillactico frente
al fenillactico, todo ella con respecto a la
descarboxilasa hepatica, mientras que en la enzima de
cerebro el mayor efecto inhibidor del p—-hidroxi
fenillactico frente al fenillactico aparece de una manera
mis patente.

Un dltimo aspecito creemos interesante resaltar de
estos resultados. Ninguno de los metabolitos a cualguiera
de las concentraciones ensayadas (1.25-5,00 mM), presenta
efecto inhibidor ni activador significativo sobre la MVA
cinasa ni cobre la FMVYA cinasa. Ambas cinasas tanto
hepaticas como cerebrales se muestran asi insensibles
frente a sustancias que ejercen una marcada inhibicidn de
la enzima que cataliza la reaccidn immediatamente
pasterior del metabolismo del MVA, corroborando en esta
forma la importancia que este dltimo paso, el catalizado
por la enzima FFMVA descarboxilasa, parece tener en la
regulacidn de la colesterogenesis v no s0lo en
circustancias normales, sino tambien en condiciones
patoldgicas como las derivadas de un acumulo anormal de
los metabolitos estudiados.

Una wvez demostrado "in vitro" el diferente efecto
inhibidor ejercido individualmente por la fenilalanina vy
por algunos de sus derivados sobre la descarboxilacidn del
FFMVA, se ha estudiado el efecto de una mezcla de todos
2llos en la gue cads una de ellos se encontrara a una
concentracidn muy inferior a las previamente estudiadas
(0.25 mM) pero cuyvos efectos podrian superponerse entre
si. Pretendiamos de este modo tratar de imitar "in vitro"
lag condiciones que se dan "in wvivo" en  estados de
fenilcetonuria clasica, en los que las concentraciones de
cada wno de los metabolitos acumul ados son inferiores a
las va estudiadas. Utilirando una mezcla de este tipo .
56 ha ensayado AN efecto sobre las dos enzimas
principalmente reguladoras de la colesterogenesis, la
HMG~CoA reductasa v la PFMVA descarboxilasa. Los
resultados obtenidos en ambas enzimas contirman lo
anteriormente expuesto: el grado de inhibicidn es muy
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superior en las enzimas de cerebro que en las de higado,
corroborandose de esta manera la importancia de una
inhibicidn en la colesterogenesis cerebral por los
metabolitos acumulados en el propio cerebro en estados de
fenilcetonuria, inhibicidén gue puede tener consecuencias

altamente peligrosas en las etapas cruciales del procesa
de mielinizacidn.

El estudio comparativo del efecto de la mezcla
ensayada sobre ambas actividades enzimédticas pone tambien
de manifiesto que el grado de inhibicidn de la HMG-CoA
reductasa en ambos drganos es mayor que el ejercido sobre
la FFMVA descarboxilasa. Este aspecto es de gran interes,
no solo por haber sido la primera vez que se demuestra que
la reductasa es inhibida por sustancias de esta
naturaleza, sino tambien porque la diferencia en el grado
de respuesta de ambas enzimas frente a esta situacicn es
semejante a la obtenida frente a otras circustancias mas o
menos  fisioldégicas como puedan ser la suplementacidn de
colesterol (383,384,432,433) o colestiramina (383 a 1la
dieta, el ayuno (384,433), etc.

=g A p e o e e S e

La segunda parte de la presente Memoria Doctoral ha
estado dedicada a estudiar "in vivo" el efecto de una
hiperfenilalaninemia experimental inducida en pollos de
1-2  semanas de vida sobre lasg enzimas de la
colesterogenesis previamente mencionadas. Fara ello, el
primer problema a resclver consistid en obtener animales

hiperfenilalaningmicos que pudieran ser usados como
modelos experimentales con elevado gado de semejanza con
las circustancias patoldgicas tipicas de la

fenilcetonuria.

Hasta el momento, han side muchos los modelos
#perimentales propuestos con objeto de reproducir las
condiciones clinicas caracteristicas de esta enfermedad.
La utilizacidén de altas dosis de fenilalanina ha estado

Cmiy extendidal(l89,433,438) si bien tiene el inconveniente

de que produce una fuerte hipertirosinemia, lo cual no
ocurre en la fenilcetonuria. Con objeto de obviar este
problema, se han utilizado diversos inhibidores de la
fernilalanina hidroxilasa, sclos o en combinacidn, como son
la esculina (2035), el antibiotico cotrimoxazol (436),0 la
p-cloro fenilalanina (196,204,206), o bien derivados de la
fenilalanina como el fenilacetato (131). La inyeccidn de
fenilalanina vy de p-cloroc fenilalanina ha permitido el
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mantenimiento de una elevada relacion Fen/ Tir en plasma
(437,438) pero la accidn del inhibidor de la fenilalanina
hidroxilasa no es especifica, habiendose demostrado que
produce algunos efectos toxicos (206).

Greengard propuso en 1976 (Z210) 11la utilizacidn de
otro analogo de la fenilalanina, ladmetil fenilalanina,
como inhibidor de la hidroxilasa en ratas recien nacidas
sin  que se produjeran efectos toxicos en el animal en
crecimiento. Mas recientemente, Brass y col. (439) han
descrito que la suplementacidn de la dieta con un 0.35% de
dmetil fenilalanina y un 3% de fenilalanina induce enratas
gestantes v en sus fetos ura hiperfenilalaninemia
prolongada, pero sin gue se afecte la supervivencia pre o
postnatal de los animales.

En nuestro Departamento habiamos logrado la
induccidn de una fenilcetonuwria experimental en embridn de
pollo entre 11-20 dias de incubacidn mediante la inyeccidn
diaria de Jd-metil Fenilalanina vy de fenilalanina (159).
lL.os problemas derivados de la inyeccidn diaria {(una o dos
veces segun el metabolito) han intentado ser cobviados en
el presente trabajo con pollos recien nacidos mediante la
suplementacidan oral de las mencionadas sustancias. En
este sentido, se han probado dos tipos de dietas. La que
hemos llamado "dieta sdlida" consistia en una dieta
estandar suplementada con un 0.4% ded-metil fenilalanina v
un 5% de fenilalanina. La “"dieta liquida" consistia en la
adicidn de un 8%, de od-metilfenilalanina vy un 1Q0%4. de
fenilalanina ai agua de bebida de los animales. Ambas

dietas fueron suministradas a los animales "ad 1libitum"
durante diferentes tiempos, siendo estudiado el efecto que
presentan sobt-e distintos parametros considerados

normalmente como indices del grado de hiperfenilalaninemia
logrado o de sus consecuencias.

Ern primer lugar, se ha estudiado el efecto de ambas
dietas sobre el peso corporal de los animales y el de
higado v cerebro despues de dos periodos diferentes de
tratamiento. En ambos casos, dichos tratamientos se
comenzarcn cuando los pollos tenian 5 dias de edad
prolongandose durante 4 dias o bien duwrante 2 dias, con lo
que se manejaban respectivamente animales de 9 y 14 dias
de edad. el tratamiento mds carto (4 dias) solo produjo
diferencias significativas en el higado de los animales
tratados con dieta sdlida, mientras que el tratamiento mas
largo (92 dias) redujo significativamente el peso corporal
y el peso de higado vy de cerebro con ambos tipos de
dietas. Estos resultados coinciden con los obtenidos
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previamente en embridn de pollo (139) si bien en este caso
tambien fueron necesarios 8 dias de inyeccidn para lograr
disminucidén significativa de peso de cerebro e higado,
mientras que 1 v S dias no eran suficientes para producir
gfectos significativos.

En otras especies animales se habia observado una
cierta microcefalia tras el tratamiento con fenilalanina
(434) o fenilalanina junto & p-cloro fenilalanina (450) o
fenilalanina junto a Jmetil fenilalanina(ll4,136). Bin
embargo., €l tamafio reducido cbhservado en el cerebro de
individuos humanos con fenilcetonuria (451) no se sabe si
es resultado de una interferencia directa de ia
fenilalanina en la sintesis . de los componentes
estructuwales del cerebro o bien consecuencia indirecta de
la limitada disponibilidad de aminodcidos necesarios para
la sintesis proteica. '

Uno de los pardmetros mas comunmente utilizados como
indice de hiperfenilalaninemia experimental es la relacidan
Fen/ Tir. Nuestros resultados muestran valores elevados
de dicha relacidén en plasma, higado v cerebro, tras los
diferentes tratamientos ensayados. Sin embargo, los
valores mds elevados se observan en plasma mientras que en
higado solo se logran incrementos muy moderados. En
plasma, la dieta sdlida produce un incremento de unas
trece veces despues de 9 dias de tratamiento si bien a los
4 dias el incremento era de cerca de 8 veces. La dieta
liguida produce un incrementc menor (10 veces a los 9
dias) y mucho mds lento que la dieta solida. En cerebro e
higado el efecto de ambos tipos de dieta fue mity
semejante, siendo superior en ambos casos & los 9 dias de
tratamiento. Estas modificaciones fueron originadas, en
general, por aumentos en la concentracidn de fenilalanina,
sin que se -observaran diferencias significativas en la
concentracidn de tirosina. Resultados semejantes fueron
descritos en tatas immaduras mediante este (157) u otros
tratamientns (156).

La hiperfenilalaninemia tiene grandes efectos sobre
los mecanismos de transporte individual de los diferentes
aminocdcidos. 8Sin embargo la situacidn real respecto a 1la
concentracidn de aminoidcidos en el 8.N.C. de enfermos
fenilcetonuricos e mas compleja que la derivada de una
simple deficiencia en los aminodcidos necesarios para la

sintesis proteica (455, sintesis que, por otra parte,
parece ser particularmente sensible a los cambios en los
niveles endogenos de los aminoacidos {453, 454)

especialmente durante el periodo de desarrcllo neonatal en
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que la sintesis y movilizacidn de proteinas es mas activa
en el cerebro que en otras etapas de la vida.

Se ha propuesto que altas concentraciones de
fenilalanina en plasma inhiben la captuwra por el cerebro
de metionina y leucina (153), leucina (110) o en general
de los aminodcidos alifaticos de cadena ramificada (154),
probablemente a traves de la inhibicidn pot la
fenilalanina de un sistema de transporte comun para estos
aminodcidos. Ello podria explicar la disminucién casi
generalizada observada segun nuestros resultados en la
concentracidn de la mayor parte de aminodcidos en cerebro,
mientras que en higado los cambios son mucho menos
significativos.

For otra parte, <se ha descrito un aumento de la
concentracidn de glicina en cerebro despues de diferentes
tratamientos gque conducen a una hiperfenilalaninemia
(156,157,158) como consecuencia de la activacidén de
tosfoserina fosfatasa, enzima que cataliza la conversidén
de fosfoserina en serina, principal precursor de 1la
glicina cerebral (157,158,206,4582). Nuestros resultados
en este sentido coinciden claramente con los de 1la
bibliografia, siendo practicamente la glicina el dnico
aminodcido cuya concentracidn aumenta significativamente
en cerebro, en especial tras 9 dias de tratamiento, si
bien tambien aparecen ligeramente incrementados los
rniveles de serina.

En cualquier casco, las modificaciones producidas en

pollos recien nacidos por la suplementacidn de
fenilalanina vydémetil fenilalanina sobre la concentracidn
de los diferentes aminpacidos, prrincipalmente la

fenilalanina -y tirosina, estan completamente de acuerdo
con la mayoria de los trabajos anteriores, por lo que
nuestro modelo experimental de hiperfenilalaninemia puede
considerarse correcto para el estudio de las
modificaciones metabolicas que concurren en la
fenilcetonuria.

Con este objetivo, se han estudiado los niveles de
actividad FFMVA descarboxilasa v HMGE~CoA reuctasa en
higado v cerebro de animales sometidos a tratamiento con
dieta sdlida vy con dieta ligquida, durante 4 v 9 dias,
comparandose con la actividad en pollos controles.

l.os resultados obtenidos ponen de manifiesto, en

[ 1 mest lugar., una clara inhibicidn de la FFMVA
descarborilasa en todasm las condiciones ecstudiadas. COomo
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pcurria "in vitro" aunque no de un modo tan acusado, el
grado de inhibicidn parece ser mayor en cerebro gque en
higado, corroborando la importancia gue en sy momento
destacabamos de una inhibicidn de 1la colesterogenesis
cerebral "in situ". Tanto la dieta sdlida como la ligquida
presentan un efecto muy semejante, efecto que parece ser
algo superior al cabo de los 9 dias de tratamiento.

La inhibicidn de 1la descarboxilasa hepatica en
pollos recien nacidos contrasta con la ausencia de efecto
puesta de manifiesto en trabajos anteriores en higado de
embriones {(109). sin  embargo, los niveles de actividad
encontrados en embriones contreles vy tratados eran muy
bajos, de acuerdo con una inhibicidn ejercida por el
acumulo de colesterol que tiene lugar en el higado durante
el desarrollo embrionario del polle ((383), por lo qgue
dificilmente se podia demostrar una inhibicidn sobre una
enzima ya de por si  inhibida. Estas consideraciones
demuestran el interds de la utilizacidn de pollos recien
nacidos, especiamente pasada la primera semana de vida, en
que las actividades enzimaticas regul adoras de la
colesterogenesis se han estabilizado, si bien el proceso
de mielinizacidn puede considererse como practicamente
finalizado. '

Algo semejante puede decirse respecto a la HMG-CoA
reductasa. mientras que en higado de embriones no se
habia observado modificacidn alguna en estados de
hiperfenilalaninemia experimental {109y, la enzima
hepdtica de pollos de 9-14 dias resulta francamente
inhibida tras la suplementacidn oral {(zdlida o liquida) de
fenilalanina masckmetil fenilalanina. 8in embargo, es
interesante destacar que repetidamente se ha observado una
inhibicidn muy fuerte - al cabo de 4 dias de tratamiento,
disminuyendo el porcentaje de inhibicidn en animales a los
que se habia prolongado el mismo tratamiento durante 9

dias. Este hecho es de dificil interpretecidn por el
momentao, siendo necesarias nuevas Y diferentes
experiencias para poder explicarlo. No obstante, en

principic se puede sugerir la posible influencia de los
cambios que en animales controles ogcurren durante la
prrimera semana despues de la eclosidn. En efecto, es
conocido que los niveles de actividad hepatica son
practicamente nulos @ muy bajos durante el desarrollo
embrionario (334) e incluso, durante los primeros 4-5 dias
de wvida (383). Cuando tiene lugar la regresidn del saco
vitelino v, por lo tanto, la disminucidn del contenido en
colesterol hepdtico, se produce un fuerte incremento de la
actividad reductasa, que parece llegar a estabilizarse
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hacia los dias 9-10 de vida (3B3F). 8i en esta etapa, el
pellc se encuentra gsometido a la influencia de un nuevo
inhibidor de la reductasa los niveles de dicha actividad
pueden permanecer muy por debajo de lo que podria deberse
a la propia inhibicidn, dando lugar aparentemente a un
grado de inhibicidn muy superior al real, sumandose el
efecto de una disminucidn de la actividad vy el efecto de
un blogueo en la subida de los niveles controles. Este
bloqueo se retrasaria como consecuencia de la dieta pero
no se anularia , por lo gue al cabo de 9 dias de
tratamiento, los niveles de actividad reductasa observados
serian ya los debidos solo a la inhibicidn por dicha
dieta. El hecho de gue los valores en pollos controles
sean muy semejantes en ambas edades (9 v 14 dias
respectivamente) v caigan dentro de los margenes normales
para esa edad, corrobora lo anteriormente expuesto.

For otra parte, la ausencia en condiciones estandar
de variaciones apreciables en la actividad reductasa de
cerebro durante el desarrollo postnatal (383) estaria de
acuerdo con la explicacidén anterior, va que en este drgano
el grado de inhibicidén producido es mayor al cabo de 9
dias de tratamiento que el ocbservado a los 4 dias.

tueda aun un problema por resolver: ¢ se trata de
una inhibicidn de la actividad enzimatica o de una
represidn de la cantidad de proteina ?. Para contestar a
esta pregunta, es necesario conocer los niveles de
proteina existentes en condiciones normales v los cambios
que sufren estos niveles & lo largo del desarrollo
embrionario vy postnatal. En este sentido van dirigidos
parte de los trabajos que actualmente se llevan a rabo en
nuestro Departamento, pero, independientemente de que se
atecte la cantidad o la calidad de la proteina enzimatica,
lo que i es cierto es due los niveles de actividad
HMG-Cof reductasa se encuentran francamente disminuidos en
el higado v on el cerebro de pollos a los que se les ha
inducido una hiperfenilalaninemia experimental, con las
consecuencias que de ello se derivan sobre la biogsintesis
del colesterol en ambos drganos.

Consideraciones finales

Los resultados recogidos en la presente Memoria
Doctoral tras una serie de experiencias "in vitro" e "in
viva" pornen de manifiesto de una manera inequivoca gue al
menos dos de las principales  enzimas implicadas en  la
regulacidn  de la biosintesis del colesterol son inhibidas
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por la fenilalanina v por los diferentes metabolitos de
ella derivados que se acumulan ancormalmente en cerebro en
estados de fenilcetonwia. La inhibicidn se produce a
nivel de la HMG-Co& reductasa Y de la FPMVA
descarboxilasa, por lo gue el proceso de colesterogenesis,
en su conjunto, debe verse profundamente afectado. 8i se
tiene en cuenta que la inmensa mayoria del colesterocl que
€5 necesario para wna correcta mielinizacidn tiene que ser
sintetizado en €l propic cerebro durante las primeras
etapas del desarrollo, ee podra comprender la importancia
que una inhibicidn de la colesterogenesis cerebral puede
tener para el normal desarrollo de dicho drgano.  La
hipomielinizacidn debida & una deficiente sintesis de’
colesterol puede ser, por lo tanto, una de las principales
causas del retraso mental caracteristico de la oligofrenia
fenilpiruvica. ’
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6. CONCLUSIONES

1.~ Como fase preliminar del trabajo, se ha
demostrado gque la enzima PFMVA descarboxilasa de higado vy
de cerebro de pollo de 15 dias es mds inestable frente a
la temperatura que la MVA cinasa v FPMVA cinasa, vya que
pierde parte de su actividad al ser conservada a 4°C
durante 24-48 horas, mientras gque ambas cinasas se
conservan inalteradas hasta 72 horas. Las tres enzimas
mantienen su actividad si son conservadas a —-4°C hasta 168
horas.,

2.- La preincubacidn de las preparaciones
enzimdticas de higado y de cerebro de pollo en presencia
del &cido fenilpiruvico 2.3 mM como agente inhibidor
aumenta considerablemente 1la inhibicidn de la FFMVA
descarboxilasa. La preincubacidn durante 10 o 20 minutos
produce un efecto semejante. Tanto la MVA cinasa como la
FMVA cinasa no se wven afectadads en ninguna de las
condiciones anteriores.

N

J.~ La comparacidn de los resultados obtenidos "in
vitro" sobre la FFMVA descarboxilaza por accidn de 1la
fenilalanina vy sus derivados fenilpiruvico, fenilacetico,
fenillactico, o-hidroxi - fenilacetico, p-hidroxi - fenil
acetico p-hidroxi- fenillactico vy feniletilamina pone de
manifiesto que el efecto inhibidor de cada uno de ellos es
superior en la enzima de cerebro que en la de higado,
salvo en el caso de la fenilalanina que es ligeramente mas
efectiva sobre la descarboxilasa hepdatica.

4.~ Fl1 &cido fenillactico y la feniletilamina solo
inhiben a la descarboxilasa de cerebro, mientras que la
enzima de higado no resulta significativamente afectada:

5.~ De las ocho sustancias ensavadas "in vitro", el
adcido Fenilpiruvico es el inhibidor na&s potente,
especialmente en el caso de la enzima hepatica, mientras
que en la descarboxilasa de cerebro el grado de inhibicidn
producido por este compuesto es semejante al logrado por
el dcido p-hidrovi-fenillactico v casi del mismo orden que
el ejercido por @l o~-hidroxi - fenilacetico vy el

217



fenilacetico.

&.— Ninguno de los metabolitos, a cualquiera de las
concentraciones ensayadas "in vitro" (1.25-5.00 mM)
presenta efecto inhibidor ni activador significativo sobre
la MVA cinasa ni sobre la FMVA cinasa, tanto en higado
como en cerebro.

7.~ La mezcla de las ocho sustancias estudiadas, a
concentracidn 0.25 mM cada una, produce una clara
inhibicidn de 1las actividades FFPMVA descarboxilasa v
HMG-CoA reductasa. El grado de inhibicidén es muy superior
en las enzimas de cerebro que en las de higado %

comparativamente superior en la reductasa que en la
descarboxil asa.

8.~ Se ha ocbtenido un modelo de hiperfenilalaninemia
experimental en pollo de 1-2 SEManas mediante la
administracidén oral (en la comida ©o en la bebida) de
fenilalanina vy dedmetil fenilalanina, un inhibidor de 1la
fenilalanina hidroxilasa. El tratamiento durante 9 dias
redujo significativamente el peso corporal vy el pesoc de
higado vy de cerebro con ambos tipos de dietas. La
relacidn Fen/ Tir en plasma, cerebro e higado aumenta
significativamente tras los diferentes tratamientos

ensayados. La hiperfenilalaninemia ptroduce ciertas

modificaciones en las concentraciones de los restantes
aminodcidos en plasma, cerebro e higado, siendo
particul armente destacable una disminucidn casi
generalizada en cerebro, salvo en el casoc de glicina Y
serina cuyos niveles aumentan ligeramente.

.~ En pollos hiperfenilalaninemicos se ha observado
una clara inhibicidn de la FFMVA descarboxilasa y de la
HMG-Cof reductasa. El grado de inhibicidn de la
descarboxilasa parece ser ligeramente superiocl en cerebro
que en higado, mientras gue la reductasa hepdtica aparece,
al menos aparentemente, muy inhibida tras 4 dias de
tratamiento, disminuyendo el porcentaje de inhibicidén en

animales a los que se habia prolongado el tratamiento
durante 9 dias. ‘
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Conclusion final

Al  menos dos de las principales enzimas regul adoras
de la colesterogenesis, la HMG-CoA reductasa vy la FPFMVA
descarboxilasa, son inhibidas por la fenilalanina y por
los diferentes metabolitos de ella derivados que se

acumul an anormalmente an cerebro en estados de
fenilcetonuwia, por lo gque el proceso de colesterogenesis
debe verse profundamente afectado en esta situacidn
patoldgica.
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