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RESUMEN. 8¢ ha determinade cn material bidpsico quirdirgico de higado; el
contenide de glucégeno, las actividades de la Glucosa-6-Fosfatasa (EC 3.1.3.9),
Fosforilasa {EC 2.4.1.1.) p-Glucosidasa lisosomal {Maltasa dcida}, y se estudid
la estructura del gluségeno por S-amiliosis y su espectro de absorcidn. Como
contrel se obtuvieron valores de tres sujetos con higades anatomopatoldgicamente
normales. En une de los pacientes se detecté una deficiencia de la Fosforilasa
hepitica (EC 2.4.1.1.), en e! otro, clinicamente diagnosticado como enfermedad
de Von Gierke, se hallé una actividad normal de la glucosa-8-fosfatasa {EC
3.1.3.9) y de las demé4s enzimas estudiadas. En una familia, en la cual dos de sus
miembros han sido confirmados bioguimicamente come portadores de una defi-
ciencia de la cnzima Amilo-1, G-glucosidasa (EC 3.2.1.9) se ha cncontrado un
aumente del glucégeno de los eritrocitos en sels casos mas.

ABSTRACT. The activities of glucose 6 phosphatase (EC 3.1.3.9}, phospory-
lase (EC 2.4.1.1.), lysosomal o-glucosidase (af:id maltase), and the structure
of glycogcn by amilelysis and by its absorption spectrum, were determined
in samples of liver obtained by surgical biopsy. ‘As controls histologically normal
liver samples from threc subjects were used. A deficiency of hepatic phosporylase
was detected in one of the patients the other, clinically diagnosed as Von Gierke
disease, a normal activity of glucose 6 phosphatase (EC 3.1.3.9) and of other
enzymes studied was observed. In a family two of whose members had been
biochemically confirmed as having a defiziency of amilo 1, 6-glucosidase (EC
3.2 1.9.) an increase of the erythrocite glycogen was found in six more cases.

INTRODUCCION

Bajo el concepto de Glucogenosis se agrupa un nimero determinade de enferme-
dades que producen un acdmulo anormal de gluedgeno en los tejidos que afectan.
Tienen en comiin el ser causadas por un defecto enzimatico de la degradacién del
glucégeno, o por la formacion de un glucbgeno anormal no degradable por el
equipo enzimitico celular.
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Estas cnfermedades se clasifican en seis tipos. en relacién al defecto enzimitico que
actila como causa de la enfermeodad. como podeomos observar en la Tabla T {Corz
1957).

TABLA T

ENFERMTEDAD POR ALMACENAMIENTO DE GLUCOGENO

Clasificacion segim G. Cort

Iatenetura def

Tipo Derfectn Enzimddticn alurdgeno Organos afectados
1 Clueasn g-fzsfatasa Nornal Higade y riflones
if Maliasa Acida (Lis» ovmal Generatizada
{miocardio)
HES S Anormal; . Generalizada
Cadenas éxternas cortas {Higado, Corazén v
Mdasculos)
1V LT RS Anormal; Generabizada
trunseiucosidasa Escasas cadenas exteriores "Higado, Gorazén
{Ramificante) Misculos, Eritrecitos)
\ Fosforilasy Muscular Nommal - Musculos
;
L Fostorilusa Hepatien ) Normal . Higado. l.encd:itos

Clasiflieacion de las Glueszenosis segtin G T Qerl, 1937,

Debrines sefialar quz evidentemente estas enfenpedades se transnuten con cardcter
attosbmico recesive (Schmid, 1964 Hers y col., 1961 Ockerman, 1965). En cuan-
to a su incidencia, solamenie lenemes conogimiento de que en Suecia es de uno
por 216,000 nacidos vivos ¢ dckerman, 1963)

En el presznte trabajo presentamos los resullados de las investigaciones bioguimi-
cas, realizadas en algunss casos de (lucogenosis. dirigidas a un diagndstico dife-
rencial que solaf_ncnte pucds realizarse cn el laboratorio. Mediante cstos cjemplos
se quiercn demostrar las posibilidads v los Imires de tin diagndstico bioguimico
en ¢l laboratovio clnico-gquimico. hespitalavio. AMeiodologicamente se realizaron
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fas siguientes investigaciones en el orden expuesto; Concentracion tisular del glu-
cégeno, Estructura del glucdgeno, Actividades enzimiticas.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizéd material bidpsico quirlrgico de higado, congelade mmediatamente en
hielo seco y posteriormente conservado en Nitrégeno liquido, hasta su utilizacién,
Las muestras s¢ homogenizaron en solucién de KCGl L1147 M mediante un homo-
nenizador de Potter-Llvehjem, ¢n un bafie de hiele, obteniendo nna concentracion
promedio de higado de 37 mg/ml

Glucdgeno.

al Aislamiento v Concentracidn: Sc toma 1 ml del homogenizado al cual se le
afiaden 2 ml de solucién de KOH 30¢% (P/V}, v se calienta al bafio de agua a
H00°C durante 20 miinutes, para realizar ke lodrolists alcaling del tejido. Se le
afiaden 3.5 ml de etanol {93-98¢%", para precipitar el gluedgeno, se calienta un
minuto, v se deja enfrizr. Centrifugamos el glucdgeno obtenido, lavamos dos veces
con etanol ¥ secamos al bafio de agua a 100°C. Se realiza la hidrolisis del glucé-
geno obtenido utilizande 2 m! de ILSO; 2N y calentando al bhaflo de agua a
100°C durante dos horas, se neutraliza el hidrolizade con 2 wml de NaQI 2N,
s¢ lleva ol volumen con H,0 a 10 ml y se determina la concentracion de glucosa
por el método de la Glhucosa Oxidasa (EC 1.1.3.4.}. Los resultados se expresan en
gramos de glucdgeno por 100 gramos de higado. Esta determinacion nos permite
el aflirmar o rechazar de que se trate de una glucogenosis.

by Edructura: 1., Espectro de absorcidn del consplejo yodado. Se toma 1 mg del
glucogeno, obtenido por el método anteriormente expucsto, v se disuelve en 3 mi
de solucidn de (MLCa 553 M, se le anaden 0.1 ml de solucién Lugol. Se realiza

el espectro de absorcidn en un espectrofotometro Umicam SP-700. El resultado se

expresa en nm refiriéndose a la Jongitud de onda en la cual se ohserva el maximo

de ahsorcidn de luz del complejo vodado,

1. Degradacidn del slucégeno por f amilasa (EC 32.1.27. Se toman de 2 a ¢
mg de ghicbgeno, se disuclven en 2 ml de bufifer Acetato 0.1 M, pH 5.0 v sc le
anaden 0.1 ml de solucién de amilasa [EC 5. 2.1.2% cristalizada 0.1 mg/ml, se rea-
liza la reaccidn durante 21 horas a 30°C en un saco de dialisis, dializando contra
hulfer Acctato pH 5.0, vealizando cuairo cambios en 24 horas. Se toman muestras
de I mi al tlempo O y 24 horas. Se realiza la bhidrolisis de las muestras tomailas ¥
se determina Ia concentracion de ghicosa, como fue expresado anteriormente. Los
resuitados se expresan «n % de glucdgeno degradadoe por la # amilasa (EC 3.2.1.2}.
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Enzimas en higado.

Se realizd el estudio de Ias actividades enzimaticas cn higado segiin Hlingworth B,
et al., 1965,

Glucosa-6-fosfatasa (EC 3.1.3.9). L.a mevcla de reaccion contiene {en concentracio-
nes finales) ; Glucosa-6-fosfato 0.01 M. bulfer Ciirato pH 6.9 0.03 M un equiva-
lente de 5 a 20 mg de higado, se incuba durante 30-60 minutes a 30°C en un
volumen final de 1 ml T.a reaccidn se detiene wtilizande 1 volumen de dcido
‘Tricloroacético 106 por cada alicuota tomada. Se determina el (6sforo liberado.

La actividad se expresa en UL {p Mol/min, 30°C) cn base al féslore liberado.

¢ Glucosidasa lisosomal: (Mallasa dcidal. La mezcla de reaccién contiene Maltosa
0.02 M en buffer Acctato pH 4.5 0.02 M (concentraciones finales) v un equiva-
lente de 5 a 10 g de bigado. Se incuba a 37°C dwrante 1-5 horas en un volumen
total de 0.3 ml. La reaccidn se deticne calentando a 100°C durante 2 minutos, se
diluye a 2 ml con agua destilada. Se determina la concentracién de glucosa por el
mcétodo de la Glucosa oxidasa {EC 1.1.3.4). Se expresan los resultados en UL
{x Mol/min. 37°C}) ¢n base a la Mallosa hidrolisada a glucosa.

Fosforilasa (EC 24.1.1 ). La mezcla de veaccidn contiene (en concentraciones fina-
les}; Gluedgens 10 my/ml, Glucosa-1-fosfate 0.1 M pH 6.1, 3-Adenosin-monofos-
fato 0.001 M, KF, 0.5 M, en un volumen total de 1.8 ml Se incuba a 37°C v se
toman 0.2 ml en los tiempos 0, 10, 20, 30 minutos, deteniéndose la reaccién con
0.2 ml de dctdo Tricloroacético 10% (P/VY. Los resultados se expresan en UL
{p Mol min., 37°C} de {6sforo liberado.

Determinacén de glucdgeno critrocitico: Se utilizan glébulos rojos lavados tres
veces en solucién NaCl 0.80% (P/V), se determina la concentracidon de hemoglo-
bina en la muesira. Tomamos 2 ml de glébulos v se e ahaden 2 ml de aeido Tri-
cloroacético al 20% (P/V), se revuelve v s¢ deja 153 minutos, Centrifugar a
2000 X g durante 10 minutos. Se dialisa ¢l sobrenadante obtenido durante
24 horas contra dos cambios de agna destilada. Se vierte el contenido del saco
de dialisis en un tubo volumétrico de 5 mil v se completa el velumen con agua
destilada. 8¢ determina el glucdgeno por el método de la Antrona- Los resuitados
se expresan en pg/o de hemoglobing (' Brien, 1964 ).

Reactivos: Los Biorreactivos uiihizades en estas investigaciones [ueron productos
de las siguicntes casas:
British Drug Houses Lid. {Glucosa-1-fosfale, 5'-Adenosin-monofosfate. S-Amilasa,

Peroxidasa), Koch-Light Ltd. (Glucosa-oxidasat, VEB Arzneimittelwerk Dresden,
RDA {Glucosa-6-foslato).
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En el Caso A, en ¢l cual se plantea elinicamente la posibilidad de una Glucozenosis
del tipo TIL IV o VI, se encuentra que presenta un marcado aumenta de la
concentraciom de gluedgeno, de estructira normal. Los valores obtiendos para la
Glucosa 6-fosfatasa (EC 3.1.3.9) v la a glucocidasa lisosomal, estan dentro del rango
de los valores normales: lg actividad para la Fosforilasa (EC 24.1.1.) en cambio
s¢ encuentra muy por debajo de los valores obtenidos para los controles normales, lo
cual hace considerar a este paciente como portador de una Glucogenosis del tipo
V1 o Enfermedad de Hers, por déficit de Fosforilasa (EC 2.4.1.1.} hepatica.

En ¢f Caso B, ¢l cual elinicamente fue diagnosticado come una Glicogenosis del
tipo I, Enfermedad de Von Gierke, nos encontramos con un marcado aumento de
la concentraciéon de glucdgeno de estructura normal. Las actividades para la Glo-
cosa-6-fosfatasa (EC 3.1.3.9}, la e gluocidasa liscsomal y la Fosforilasa (EC
2.4.1.1.} carn dentro del rango obtenido para los controles normales. Bste Caso can
dentre del grupo de pacientes portaderes de una Glucogenosis gque hasta el womento
actual no se les ha hallado justilicacién bioquimica (Ockerman, 1965).

También se estudid ja concentracién del Glucdgeno eritrocitico en una familia en
Ja cnal dos de sus miembros han sido diagnosticadoes como portadores de una Gluco-
genosis del Tipo II1, en un laboratorio fucra de nuestro pais (Fig. 1}. Llama la
atencion en el drbol genealdgico. fas concentraciones de glucdgeno eritrocitico en
fos [amilares investigados, solamente en uno de ellos se encuentran cilras dentro de
los pardmetros normales; en los cipco restantes fa concentracién de glicdgeno eri-
trocitico es anormalmente elevada, pueden verse las diferencias entre hetero y homo-
zigbticos. Este estudio apoya Ja tesis de la transmisién de este tipo de defecto enzi-
matico con cardcler autosémico recesivo, como ha sido planteado por varios auto-
res (Schmil y col., 1964). Pueden compararse las concentraciones obtenidas para los
heterozigbticos, que no padecen la enfermedad y los homozigdticos que si la padecen.

DISCUSION

Las investigaciones bioguimicas de pacientes con enfermedad por almacenamiento
de glucdgeno, con el fin de obtener un diagndstico diferencial; se realizan dirigidas
por el diagndstico clinico. Este (ltimo decide en primer lugar el material bidpsico
a obtener para cl estudio del paciente {higado, musculo, miocardio, ctc}. No es
absolutamente mecesario obtener material bidpsico; en las Glucogenesis del tipo
III podemos demostrar el acimulo de glucégeno critvocitico, en las del tipo VI se
ha reportado la disminucién de la Fosforilasa en los leucocitos, ast como también
esté reportado la disminucién de la Glucosa-6-fosfatasa (EC 3.1.1.97, en Ja mucosa
veyunal, ¢n los pacientes portadores de Glucogenosis del tipo I (Ockerman, 1966).
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Las dificultades de obtener el material bidpsico limitan en cierto modo la inves-

tigacién ; esto obliga a investigar un buen niimero de parametro en el material obte-
nido y a conservar parte del material, de ser posible, en Nitrégeno Liquido. Mucho
mas facil es el obtener biopsias por puncién, mediante la cual se pueden estudiar
un buen grupo de parametros con un riesgo mucho menor para el paciente (Lund-
quist y col. 1969). Otra limitacién que surge en el estudio de estos casos es la obten-
cién de verdaderos controles normales, va que en el mejor de los casos, en relacion
al higado, se obtienen de pacientes operados de tlcera péptica gastroduodenal. Tam-
bién hay que tener en cuenta las variaciones de las actividades enzimaticas del
higado en relacién a la dieta y el estado nutricional fundamentalmente, ast como
otros factores que pudiesen afectar ésta (Pérez y col. 1964; Camus y col. 1969).

El promedio obtenido para la Fosforilasa (EC 2.4.1.1.) en nuestros controles
normales, es del 28% de la actividad promedio reportada en la literatura. Estan
reportadas las variaciones de la actividad de esta enzima, en el higado, en relacion
a la dieta. En investigaciones realizadas con ratas se ha observado que un dieta
deficiente en vitamina By provoca una disminucién en la actividad de esta enzima
de un 75% en relacién a los controles normales. Valores elevados se han observado
en dietas hiperglucidicas y normoproteicas, asi como el disminuir el contenido
proteico de la dieta, la actividad disminuye por debajo de los controles normales
(Pérez y col., 1964). Existen, ademas, otros factores que pudiesan afectar la acti-
vidad de esta enzima (raza, sexo, clima, etc.). En nuestros controles normales,
el promedio obtenido, se encuentra por encima de los promedios ofrecidos para
los casos patolégicos y por debajo de los promedios ofrecidos para los controles
normales. Todo esto nos es muy sugestivo de realizar un estudio particular sobre
la actividad de la Fosforilasa (EC 2.4.1.1.) hepatica en nuestro medio.

Este trabajo muestra las posibilidades de tipo diagnéstico que pueden realizarse
en un departamento de Bioquimica Clinica en un medio hospitalario, que centra-
lice el estudio de todos los casos de Glucogenosis que se presenten en nuestro
pais, asi como la necesidad de obtener cifras normales de las distintas actividades
enziméaticas en higado, musculo, leucocitos, eritrocitos y trombocitos, particular-
mente en nuestro medio. Por las implicaciones que ello tiene tanto para los
medios diagnésticos como para la investigacién de esta entidad y de estos tejidos.
Es necesario el estudio de las variaciones de estos parametros, en cuanto a la

raza, edad, sexo, dieta, y deméas factores que puedan intervenir en las varlaciones
en el individuo normal y patoldgico.

Queda demostrado también el significado que tiene el estudio de estos pac1entes
vy de sus familiares, para poder detectar los portadores heterocigbticos, aspecto este
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de especial importancia, tanto desde ¢l punto de vista de la investigacién, como de
tratamiento especifico,
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