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ABSTRACT. Ten acid hydrolases from human leukocytes were studied .
Values of Km, optimal pH and activity per mg of protein are presented
for total homogenates. The first enzymatic diagnosis of a case of G12
Glangliosidoses in Cuba is also presented, as well as the evidence for
the heterozygote character of the patient's parents . The importance of
having acquired this methodology for the diagnosis of lysosomal di-
seases in our country is discussed .

RESUMEN. Se estudiaron diez hidrolasas acidas de leucocitos huma-
nos, presentandose los valores de Km, pH optimo y actividad por mg
de proteinas en homogeneizados totales . Se presenta el diagnostico
enzimatico de un caso de G M 2 Gangliosidosis, el primero en Cuba, asi
como la detection del caracter heterozigotico de los padres del en-
fermo. Se discute la importancia de la nueva metodologia adquirida
para el diagnostico de las enfermedades por deficiencia de enzimas
lisosomales .

INTRODUCCION

Desde que Hers, (1963) descubrio que la glucogenosis tipo II era debida
a una deficiencia congenita de alfa-glucosidasa, demostrandose porterior-
mente la localization lisosomal de esta enzima (Lejeune y cols., 1963), y
que el propio Hers definiera el concepto de Enfermedad Lisosomal (Hers
y van Hoof, 1969) han sido descritas varias deficiencias de hidrolasas
acidas lisosomales que abarcan la mayoria de las lipidosis y mucopolisa-
caridosis (para revisiones ver O'Brady, 1973 y Neufeld, 1974) .

E1 interes en estas patologias ha pasado del puramente academico siendo
posible tomar medidas para su control, entre las que se encuentran el
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diagnostico pre-natal, la deteccion de heterozigotes y el consejo genetico
pre-concepcionales .

Los leucocitos constituyen un material biopsico, de relativamente facil
obteniion, apropiado para el diagnostico de estas enfermedades ya que
la deficiencia enzimatica es generalizada en todos los casos . En efecto,
las determinaciones enzimaticas en homogeneizados totales de leucocitos
son utilizadas ampliamente en el diagnostico de certeza de las enferme-
dades lisosomales (Percy y O'Brady, 1968; Liem y Hooghwinkel, 1975;
Goto y cols., 1974; Galjaard y cots ., 1974 y Klibansky y cols., 1974) .

En nuestro pals, sin embargo, no existia esa posibilidad, habiendo numc-
rosos casos que han quedado solo en el diagnostico clinico presuntivo .

En este trabajo se describen las condiciones optimas de determinacion,
en leucocitos, de varias hidrolasas acidas, asi como el diagnostico dc
un caso de Enfermedad de Tay-Sachs, primero que se realiza en Cuba .

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de leucocitos. Los leucocitos fueron obtenidos de sangre hepa-
rinizada de donantes voluntarios segun el metodo de Boyle y Seegmiller,
(1971) . La sangre se mezclo con medio volumen de Dextran (peso mole-
cular 250 000) al 6% p/v en NaCl al 0 .9%% como agente aglutinante de los
eritrocitos. Despues que estos sedimentaron se separo el sobrenadante de,
plasma con leucocitos y se centrifuge a 1000 rpm 10 minutos, obtenien-,
dose un sedimento de leucocitos ligeramente contaminado con globulos
rojos . Esta contaminacion fue eliminada con shocks osmoticos y lavados
con NaCl al 0.9% . El sedimento final de leucocitos se resuspendio en
Triton X-100 al 0.1% v/v .

Determinaciones enzimdticas . Para la arilsulfatasa A se incubo 20 micro-
litros de preparacion enzimatica con p-nitrocatecol sulfato (Sigma)
12.5 mM, tampon acetato 0 .45 M, pH 4.8, pirofosfato de sodio 0.4 M y
NaCl 0.85 M en un volumen total de incubacion de 100 microlitros . La
reaccion se detuvo con 0 .5 ml de acido fosfotungstico al 2% en HC1 0 .1 N
y despues de centrifugar se midio la cantidad de p-nitrocatecol liberado
en 0 .5 ml del sobrenadante al mezclarlos con 0 .8 ml de reactivo alcalino
de quinol producto de mezclar 1 ml de quinol al 4% en HC1 0 .1 N con
20 ml de NaOH al 5% en sulfito de sodio al 5% . La absorbancia se ley6
a 510 nm .
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La alfa-L-fucosidasa y la N-acetil-alfa-glucosaminidasa se midieron usan-
do los p-nitrofenil derivados 1 .7 mM con tampon citrato-fosfato 0 .025 M
pH 5 y 50 micro-1 de la suspension de leucocitos, en un volumen final de
160 micro-1 . Las demas glicosidasas se determinaron usando los 4-metil-
umbeliferil derivados como sustratos, tampon citrato-fosfato 0 .025 M al
pH optimo de cada enzima (Tabla I) y 10 micro-1 de la suspension de
leucocitos, en un volumen final de 110 micro-1 . Las concentraciones de los
sustratos fueron : 1 .67 mM para la alfa-glucosidasa, 2 .1 mM para la alfa-
manosidasa, 8.3 mM para la alfa-galactosidasa, 0.67 mM para la N-acetil-
beta-glucosaminidasa, 4.8 mM para la beta-galactosidasa, 1 .25mM para la
beta-glucuronidasa y 4 .5 mM para la beta-glucosidasa . En todos estos
casos se use tampon glicina 0 .4 M - Na2CO3 0.25 M pH 10.7 para detener
las reacciones y se midio la cantidad de p-nitrofenol liberado por su
absorbancia a 400 nm o de metilumbeliferona por su fluorescencia a
450 nm con una longitud de onda de excitacion de 365 nm . En todos los
casos se usaron blancos apropiados incubando la muestra y el sustrato
independientemente.

Las determinaciones de proteinas se hicieron por el metodo de Lowry y
cols ., (1951) .

Inactivaci6n termica de la N-acetil-beta-glucosaminidasa . Se preincubo
la preparacion de leucocitos con el tampon citrato-fosfato pH 4 durante
20 minutos a 55°C en un tubo cerrado hermeticamente para evitar la eva-
poracion . Tiempos mayores de preincubacion no produjeron ninguna
inactivacion adicional . Despues de enfriarse se ai adio el sustrato y se
incubo a 37°C para la determinacion de la actividad residual, que se com-
paro con la total, medida en un tubo control que se mantuvo todo el
tiempo de preincubacion en frio .

RESULTADOS

Caracteristicas cineticas de las enzimas . En la Tabla I pueden observarse
los valores de pH optimos, Km y de actividades totales encontradas en
las suspensiones de leucocitos humanos .

Los pH optimos fueron todos acidos como era de esperar . Cuando se hizo
la curva pH de la arilsufatasa en ausencia de pirofosfato se obtuvo un
segundo pico en 5 .6, correspondiente a la isoenzima B . Los valores de Km
fueron obtenidos con "ploteos" de Lineweaver-Burke . El estudio para la
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N-acetil-alfa-glucosaminidasa no fue terminado por razones de disponi-
bilidad de sustrato . La alfa-manosidasa presento una inhibicion por exce-
so de sustrato a partir de 4 mM .

TABLA I

Actividad, Km y pH dptimos de enzimas lisosomales
en leucocitos humanos

**

n :

Las cifras entre parentesis son las desviaciones

nanomoles de sustrato hidrolizados por minuto y por mg de proteinas .

l a proporci6n de isoenzima A fue de 79.5% con una DS = 5 .5% .

numero de muestras analizadas .

standard .

En las Figs. 1 - 9 se muestra la linealidad obtenida tanto al aumentar la
concentracion de enzima como en el tiempo para todas las enzimas en
que se hizo el estudio. Por otra parte, los graficos dernuestran la equiva-
lencia de las variaciones en ambos parametros en el rango estudiado . Para
la arilsulfatasa A, la precision fue menor que para el resto de las enzimas .

Enzima
pH

optimo
Km
(mM) Actividad * n

arilsulfatasa A 4 .8 3 .2 1 .78 (0.55) 12

alfa-L-fucosidasa 5 .0 0.19 0 .291 (0 .073) 11

N-acetil-alfa-glucosaminidasa 5 .0 - 0.102 (0 .02) 4

alfa-galactosidasa 4 .5 2 .3 0.598 (0 .16) 4

alfa-manosidasa 3 .5 0 .90 2.94 (1 .22) 7

alfa-glucosidasa 5.5 0.83 1 .01 (0 .36) 11

N-acetil-beta-glucosaminidasa ** 4 .0 1 .14 20 .3 (8 .8) 18

beta-galactosidasa 3 .5 0 .44 3.87 (2 .2) 16

beta-glucosidasa 4 .5 4 .0 0.092 (0 .037) 11

beta-glucuronidasa 4 .5 1 .25 1 .36 (0 .67) 20



Diagndstico de un caso de en f ermedad de Tay-Sachs . En la Tabla II se
presentan las actividades de beta-hexosaminidasa total y de las insoen-
zimas A y B en preparaciones de leucocitos de un paciente del Hospital
Pediatrico Dr. Angel Arturo Aballi que presentaba el cuadro clinico de
una enfermedad de Tay-Sachs, de los padres del enfermo (heterozigotes
obligados) y una preparaci6n control que se proces6 paralelamente . La
actividad total fue normal tanto en el enfermo como en los padres . Sin
embargo, la actividad de hexosaminidasa de los leucocitos del enfermo
fue estable en un 89% a la preincubaci6n a 55°C durante 20 minutos, que
en el control inactiv6 a mas del 70% de la actividad enzimatica . La defi-
ciencia de actividad termolabil (hexosaminidasa A) que present6 el en-
fermo confirma el diagn6stico de una G •2 Gangliosidosis variante B (de
Tay-Sachs). Las actividades en los leucocitos de los padres tuvieron un
comportamiento intermedio .

Las otras enzimas lisosomales que se determinaron mostraron actividades
normales en los tres individuos .

TABLA II

Diagndstico enzimdtico de un caso de En f ermedad de Tay Sachs

**

ENZIMAS LISOSOMALES EN LEUCOCITOS HUMANOS

Todas las actividades estan expresadas como nanomoles de sustrato hidrolizados
por minuto y por mg de proteinas .

* actividad medida despues de preincubar la
20 minutos .

Total - B .

313

muestra a 55°C pH 4 durante

Enzima Enfermo Padre Madre Control

N-Acetil-beta-glucosaminidasa
total 28.6 31 .4 24 .0 30 .8

B * 24.8 16 .6 13 .6 9 .0

A ** 3 .8 15 .3 10 .4 21 .8

beta-galactosidasa 5 .25 6 .03 5 .2 5 .34

beta-glucuronidasa 0.797 1 .28 1 .05 1 .05

beta-glucosidasa 0.0612 0.0746 0.085 0.0786
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Fig. 1 . Relacion entre la actividad de N-acetil-beta-glucosaminidasa y la concentra-
cion de suspension de leucocitos y el tiempo de incubacion . En abscisas esta el
producto de la cantidad de proteinas de leucocitos (en mg) presentes en el tubo

de incubacion por el tiempo que duro la misma (en minutos) .
‚

	

puntos incubados al mismo tiempo con distintas concentraciones de leucocitos
(desde 6 .3 hasta 62 .9 micro-g de proteinas) . 0 puntos donde se incubo la misma
cantidad de leucocitos durante distintos tiempos (de 5 hasta 30 minutos) .
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Fig. 2 . Relacion entre la actividad de alfa-manosidasa y la concentracion de la
suspension de leucocitos y el tiempo de incubacion . La sefializacion es la misma
que en la Fig. 1 . El tiempo vario entre 10 y 45 minutos y la cantidad de leucocitos

entre 5 y 30 micro-g de proteinas .
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Fig. 3. Relacion entre la actividad de alfa-galactosidasa y la concentracion de la
suspension de leucocitos y el tiempo de incubacion . La senalizacion es igual que
en la Fig. 1 . El tiempo vario de 5 a 45 minutos y la concentracion de leucocitos

de 5 a 30 micro-g de proteinas .

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los valores de las distintas actividades enzimaticas encontrados por
nosotros son, en general, similares a los reportados por otros autores
(Liem y Hooghwinkel, 1975; Goto y cols., 1974; Galjaard y cols ., 1974;
Beratis y cols ., 1974; France y Downey, 1974; Klibansky y cols ., 1974 y
Percy y O'Brady, 1968) .

La variabilidad reiativamente grande obtenida en casi todas las activi-
dades tambien es similar a la encontrada en la literatura . Es explicable
si se tiene en cuenta que los grupos de individuos no fueron seleccionados .
No se ha estudiado la variacion de la actividad de las enzimas lisosomales
en leucocitos en distintas condiciones como edad, sexo, dieta, etc ., fac-
tores que pudieran influir en este caso .
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Fig. 4. Relacion entre la actividad de alfa-glucosidasa y la concentracion de la
suspension de leucocitos y el tiempo de incubacion. Los simbolos son los mismos
que en la Fig. 1. El tiempo vario de 5 a 120 minutos y la cantidad de leucocitos

de 11 a 66 micro-g de proteinas .

Las concentraciones de sustrato empleadas no son las optimas (excepto
para la alfa-manosidasa donde hubo una inhibicion por exceso de sus-
trato) pero el alto costo de estos reactivos nos limita en ese sentido .

Sin embargo las condiciones de determinacion establecidas parecen ser
apropiadas para el diagnostico. En efecto, es evidente el diagnostico de
Gut Gangliosidosis en el caso presentado . Hubo deficiencia marcada de
hexosaminidasa A y valores normales de las otras actividades estudiadas .
Los heterozigotes tambien fueron puestos en evidencia . Este diagnostico
fue confirmado con electroforesis en gel de acetato de celulosa mostran-
dose ausencia de la banda correspondiente a la isoenzima A (resultado
no publicado) . Resulta interesante que este, nuestro primer diagnostico
de una GM2 Gangliosidosis haya sido una variante de Tay-Sachs, y no de
Sandhoff, a pesar de no tener ascendencia judia . El caso, integralmente,
sera objeto de otra publicacion .
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Fig . 5. Relacion entre la actividad de beta-galactosidasa y la concentracion de la
suspension de leucocitos y el tiempo de incubacion. Los simbolos son los mismos
que en la Fig . 1 . El tiempo vario entre 5 y 30 minutos y la cantidad de leucocitos

de 8.5 a 70.8 micro-g de proteinas .
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Fig. 6. Relacion entre la actividad de beta-glucosidasa y la concentration de la
suspension de leucocitos y el tiempo de incubacion . Los simbolos son los mismos
que en la Fig . 1 . El tiempo de incubacion vario entre una y seis horas y la cantidad

de leucocitos de 6 .3 a 62.9 micro-g de proteinas .
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Fig. 7 . Relacion entre la actividad de beta-glucuronidasa y la concentracion de la
suspension de leucocitos y el tiempo de incubacion . Los simbolos son los mismos
que en la Fig. 1 . El tiempo de incubacion vario entre 5 y 30 minutos y la cantidad

de leucocitos entre 6 .3 y 62 .9 micro-g de proteinas .
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Fig . 8. Relacion entre la actividad de alfa-L-fucosidasa y la concentracion de la
suspension de leucocitos y el tiempo de incubacion . Los simbolos son los mismos
que en la Fig . 1 . El tiempo de incubacion vario entre una y seis horas y la cantidad

de-leucocitos entre 36 y 108 micro-g de proteinas .
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Fig. 9. Relacion entre la actividad de arilsulfatasa A y la concentracion de la
suspension de leucocitos y el tiempo de incubacion . Los simbolos son los mismos
que en la Fig. 1. El tiempo de incubacion vario de 15 a 150 minutos y la cantidad

de leucocitos de 61 a 610 micro-g de proteinas .

Con este trabajo se abre una nueva perspectiva en nuestro pals para el
diagnostico de las deficiencias congenitas de enzimas lisosomales, para
las que anteriormente solo era posible el diagnostico clinico-patologico .
Por otra parte la deteccion de heterozigotes permite el consejo genetico
pre-concepcional, de extraordinaria utilidad para las familias afectadas .
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