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Método microespectrofotométrico
para la determinacion de valores de
referencia de la fosfomanosa isomerasa

Jhoan Samaca Martin® » Adis Ayala Fajardo® = Alfredo Uribe Ardila¢

Resumen: Los desérdenes congénitos de glicosilacién son un conjunto de defectos genéticos de tipo
multisistémico que afectan la funcién de la proteina. Se han descrito cerca de 75 enfermedades des-
de sus primeros estudios. En el presente estudio se desarrollé un método microespectrofotométrico
para el diagnostico de la enzima citosélica fosfomanosa isomerasa EC 5.3.1.8 (PMI), se analizaron 32
muestras de individuos con rango de edad de 0,6 a 27 afios y se estableci¢ el intervalo y el valor de
referencia de actividad enzimatica especifica. Este estudio permitira iniciar el diagnostico de pacien-
tes deficientes de la PMI de forma temprana y oportuna, lo cual la convierte en una posible enzima
candidata para pruebas de tamizaje neonatal, ya que esta patologia tiene un tratamiento facil y de
bajo costo, que consiste en la suplementacion de manosa en forma oral. El diagndstico clinico de
este desorden metabdlico beneficiara al paciente y a su familia al mejorar su calidad de vida, como
también al sistema de salud colombiano.
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microespectrofotométrico.
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A Microspectrophotometric Method for the Determination
of Reference Values of Phosphomannose Isomerase

Abstract: Congenital glycosylation disorders are a set of multi-systemic genetic defects affecting
protein function. About 75 diseases have been described since early studies. This study developed a
microspectrophotometric method for the diagnosis of the cytosolic enzyme phosphomannose isom-
erase (PMI) (EC 5.3.1.8), analyzed 32 samples of individuals ranging between 0.6 and 27 years old,
and established the interval and reference value of specific enzyme activity. This study will allow early
and timely diagnosis of PMI deficient patients, which makes this enzyme a potential candidate for
neonatal screening tests since this pathology has an easy, low-cost treatment (oral administration of
mannose supplements). Clinical diagnosis of this metabolic disorder will benefit the patient and his
family by improving his quality of life, as well as the Colombian healthcare system.

Keywords: Phosphomannose isomerase; Ib glycosylation defects; enzymatic activity, microspectro-
photometric method.

Meétodo microespectrofotométrico para determinar valores de
referéncia da fosfomanose isomerase

Resumo: Os defeitos congénitos de glicosilagdo sdo um conjunto de defeitos genéticos de tipo mul-
tissistémico que afetam a fun¢do da proteina. Foram descritas 75 doencas desde seus primeiros
estudos. Neste estudo, foi desenvolvido um método microespectrofotométrico para diagnosticar a
enzima citosolica fosfomanose isomerase EC 5.3.1.8 (PMI); foram analisadas 32 amostras de indivi-
duos entre 0,6 e 27 anos e estabelecidos o intervalo e o valor de referéncia de atividade enzimati-
ca especifica. Este estudo permitira iniciar o diagnostico de pacientes deficientes da PMI de forma
precoce e oportuna, o que a converte em uma possivel enzima candidata para testes genéticos de
rastreio pré-natal, ja que essa patologia tem um tratamento facil e de baixo custo, que consiste na
suplementagdo de manose por via oral. O diagnéstico clinico desse defeito metabdlico beneficiara o
paciente e sua familia ao melhorar a qualidade de vida e o sistema de salide colombiano.

Palavras-chave: fosfomanose isomerase; defeitos de glicosilacdo Ib; atividade enzimatica, método
microespectrofotométrico.
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Introduccion

El fendmeno de la glicosilacion hace parte de los
mecanismos de maduraciéon postraduccionales
de las proteinas, una secuencia metabdlica donde
participan gran variedad de agentes enzimaticos
estratégicamente localizados en el lumen de reti-
culo endopldsmico y complejo de Golgi, paso obli-
gado de estas macromoléculas en los procesos de
migracion vesicular (1, 2).

Cerca de 500 genes estdn relacionados con los
procesos de glicosilacion y aproximadamente el
50 % de nuestras proteinas se encuentran glicosila-
das (3-5). Los azucares unidos covalentemente a las
proteinas son importantes para el control de cali-
dad, la estructura, el plegamiento y la vida media, y
hacen parte del sitio activo de estas o actiian como
reguladores en la interaccion glicoproteina ligando
(4-6). Los azucares son unidos mediante dos me-
canismos: la O-glicosilacién, que ocurre cuando
los glicanos forman enlaces covalentes con el gru-
po hidroxilo de los residuos de serina, treonina o

hidroxilisina de las proteinas, y la N-glicosilacion,
que se da por la unién covalente de los glicanos a la
proteina a través del atomo de nitrégeno del amino
de la asparagina que presenta como sitio de glico-
silacion. El proceso de glicosilacion se produce en
varias etapas: sintesis de dolicol, sintesis del oligo-
sacérido central o nucleo unido al dolicol, transfe-
rencia del oligosacarido estindar ala asparagina de
la proteina naciente y procesamiento de la cadena
N-glicano. Las dos primeras etapas se dan en el ci-
tosol y la altima se realiza en el lumen del reticulo
endoplasmatico y las cisternas del aparato de Golgi
(ver figura 1) (2, 6, 7). Los glucoconjugados son im-
portantes en el metabolismo de proteinas, ya que
cumplen funciones de reconocimiento, adhesion,
migracion celular, resistencia a las proteasas, me-
canismos de defensa y antigenicidad; de ahi que la
deficiencia de enzimas implicadas en la sintesis de
estos compuestos causen diversas enfermedades
multisistémicas agrupadas en los defectos congé-
nitos de glicosilacion (cba) (8, 9).
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Figura 1. Mecanismo de N-glicosilacion. Proceso general y monosacaridos implicados. Fuente: elaboracion propia,

a partir de (10).
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Dentro de la secuencia catalitica descrita ante-
riormente y como protagonista de los defectos de
la glicosilacion, se encuentra incluida la enzima
citosdlica fosfomanosa isomerasa humana (E. C. 5.
3. 1. 8), que cataliza la interconversion de fructo-
sa-6-fosfato a manosa-6-fosfato, codificada por el
gen MPI, que se localiza en el cromosoma 15 (q21.1)
y transcribe una proteina de 440 aminodacidos con
un unico sitio activo que liga como cofactor un ion
Zn* (11, 12). Se han descrito 18 mutaciones (OMIM
#602579) en el gen que afectan la actividad catali-
tica de la enzima y estan relacionadas con cambios
puntuales de aminoacidos o aparicién de codones
de parada prematuros; también, se han descrito
deleciones e inserciones que alteran factores de
transcripcion relacionados con este gen (13-17).
La deficiencia de la fosfomanosa isomerasa (pmI)
se conoce como desorden de glicosilacion tipo Ib
(CDG-Ib), que es heredado de forma autosémica
recesiva y se caracteriza por complicaciones cli-
nicas en el higado y el intestino, principalmente
(18). Los primeros sintomas se manifiestan a los
tres meses de vida, los nifios presentan diarrea y
vomito, con frecuencia acompainados de hepato-
megalia debida a fibrosis hepatica (19). En algunos
casos se observa hipoalbuminemia, que en ocasio-
nes conduce a un retraso en la curva ponderal de
crecimiento (8). Los pacientes pueden cursar con
hipoglucemia por hiperinsulinismo, coagulopatias
(hemiplejia, accidente cerebral, trombo cardiaco
y flebitis) por niveles anormalmente bajos de los
factores de coagulacion y anticoagulacion. A nivel
intestinal, se presenta enteropatia con perdida pro-
teica, atrofia de vellosidad yeyunal y célica como
enteropatia exudativa (8, 9, 17, 20).

El diagndstico en la primera infancia es ideal,
porque la deficiencia de fosfomanosa isomerasa
es el tnico de los defectos de glicosilacién con un
tratamiento eficaz, que consiste en la administra-
cién de manosa oral; este producto es deficiente
en la reaccién catalizada por esta enzima (21). La
manosa exdgena suplementada es fosforilada a
manosa-6-fosfato por medio de una hexocinasa a
expensas de ATP, contrarrestando el defecto en-
zimatico y normalizando la concentraciéon de este
compuesto que es uno de los sustratos principales
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en la N-glicosilacién de proteinas (9, 22). Es im-
portante mencionar que se ha demostrado que la
terapia con manosa mejora la condicion general
de los sintomas digestivos reportados en todos los
pacientes (18, 23-25). La hipoglucemia y el vémito
se estabilizan en pocas semanas, el estado general
de los pacientes mejora rapido y la diarrea se nor-
maliza después del primer afio de tratamiento; sin
embargo, en algunos casos, la hepatomegalia pue-
de persistir (14, 24). También se ha sugerido que
en caso de presentarse compromiso de enteropatia
con pérdida proteica los pacientes pueden ser tra-
tados con heparina (7500 Ul/dia) (26).

En Colombia, no se han realizado estudios en-
zimdticos para la identificacion de pacientes con
cpG Ib y en la actualidad no existen reportes de
este desorden por parte del Ministerio de Salud y
Proteccion Social. Por lo cual el proposito de este
estudio fue desarrollar un método microespectro-
fotométrico para su diagnéstico.

Metodologia

Las enzimas, los inhibidores de proteasas y los re-
activos fueron obtenidos de siGMA: pGr (P9544),
G6PDH (G6378), leupeptina (L2884), antipaina
(Sigma-10791), manosa-6-fosfato (M3655),
HEPES (Sigma-H3375), prT (10197777001), MgCl,
(M8266) y NaDP* (N0505); el KCI fue provisto por
MERK (4936).

Para este estudio fueron analizadas 32 mues-
tras de sangre completa en estado preprandial, 22
de niflos (9 de género femenino y 11 masculino) y
10 de adultos (5 de género femenino y 5 masculi-
no), con edades de 0,6 a 27 anos. Las muestras fue-
ron fenotipicamente normales y donadas mediante
consentimiento informado.

Para el ensayo enzimatico se recolectaron 5 ml
de sangre venosa en tubos heparinizados. La sepa-
racion leucocitaria se realizo por el método modifi-
cado de Shapira et al. (27) y los extractos celulares
fueron almacenados a -20°C en 600 pL de agua ul-
trapura hasta su uso. Los leucocitos aislados fueron
llevados a lisis bajo bafio de hielo en un sonicador
ultrasonic Cell Disrruption W-220 y congelados a
-20°C hasta su uso. Se cuantificé el contenido de
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proteinas totales por el método de Folin-Lowry,
modificado por Ayala (28), utilizando una curva de
calibracién de albumina sérica bovina (BSA) con
valores de 25-200 mg/dL. La concentraciéon de pro-
teinas en los lisados fue ajustada a una conentracion
final de 40 pg/50 pL con buffer de lisis, el cual con-
tenfa 20 mM HEPES pH 7,1, 25 mM KCl, 1 mM DTT,
10 pg/mL leupeptina y 10 ug/mL antipaina.

Estandarizacion de la actividad
enzimatica de la fosfomanosa
isomerasa

Las 32 muestras fueron valoradas por triplicado
en el equipo VariosKan Flash, que fue programa-
do por medio del software Skanlt 2.4.5, con el cual
realizé un método cinético y fotométrico de mane-
ra simultdnea. Para la determinacion de la activi-
dad especifica las enzimas auxiliares (PG1 y G6PDH)
fueron disueltas y cuantificadas por el método de
acido bicinconinico (Bca). Para la medicion de la
actividad enzimatica se modificé el método de de
Van Schaftingen y Jaeken (29) de la siguiente mane-
ra: se llevaron a cabo dos ensayos en los que se pro-
baron dos concentraciones de enzimas auxiliares
y de sustrato. Para la medicion de la velocidad del
ensayo 1y 2 se adicioné mediante inyector a cada
pozo 50 pL del lisado ajustado a 40 pg de proteina
en un volumen final de 300 pL; para el ensayo 1 se
agregaron 200 pL de buffer de reaccién que conte-
nia 100 mM HEPES pH 7,1, 12 mM MgCl,, 0,72 mM
de NADP*, 0,72 U de pG1y 0,72 U de G6PDH; para el
ensayo 2 se adicionaron los mismos componentes a
las mismas concentraciones, excepto para las enzi-
mas auxiliares (PGI y G6PDH) en las que se utiliz6
1,2 U. La mezcla de reaccién se mantuvo con hielo
durante la dispensacion y agitada a 300 rpm por 5
segundos. La reaccion fue iniciada para el ensayo
1y 2 por la adicién de 50 pL de manosa-6-fosfato
6 mM y 36 mM, respectivamente. Para el blanco
de reactivos se adicionaron todos los componen-
tes excepto el sustrato, que fue reemplazado por 50
uL de buffer de lisis. La reaccion se dejé estabilizar
por siete minutos antes de iniciar la lectura. Las
muestras se incubaron a 37°C y la actividad fue
leida a 340 nm, y asi se determind el aumento de

la concentracion de NADPH+H" por cada minuto
durante dos horas. Adicionalmente, se corrié una
curva de calibracion de NADPH+H" con concentra-
ciones de 0,075 mM. 0,15 mM y 0,3 mM.

Ensayo de actividad enzimatica
contra el tiempo

Para determinar el tiempo dptimo de lectura de la
reaccion de actividad enzimatica se procesaron tres
secuencias de analisis a partir de un lisado de leuco-
citos (varén, edad: 5 afios) haciendo un registro es-
pectral de 10 horas, bajo las condiciones del ensayo 2.

Ensayo de estabilidad del buffer de
reaccion

Se determind la estabilidad de las enzimas dentro
del buffer de reaccién (sin NADP*) mediante dos
ensayos de actividad enzimatica; el primer dia de
preparada la mezcla de reaccion y 58 dias después,
el NaDpP* fue adicionado a la mezcla de reaccion
antes de iniciar el ensayo. Se tomaron las mismas
concentraciones de proteina, buffer de reaccion
(enzimas auxiliares y cofactores) y de sustrato des-
crito en el ensayo 2. Para esto se analizaron cinco
muestras por triplicado tomadas al azar (3 ninas
con edades 2,1, 13,4 y 9,5 afios, un nifio de 0,6 afos
y una mujer de 27 afios).

Cuantificacion de la actividad
enzimatica de la fosfomanosa
isomerasa

La actividad enzimatica especifica de la enzima fue
calculada en nmol/h. mg de proteina y nmol/min.
mg de proteina, mediante una reaccién acoplada
en la cual el sustrato manosa-6-P en presencia de
fosfomanosa isomerasa y el ion Mg** es transfor-
mado a fructosa-6-P, que a su vez se isomeriza
mediante la accién catalitica de la fosfoglucosa iso-
merasa en presencia de Mg** a glucosa-6-P; esta,
al mismo tiempo, por la accion de la glucosa 6 fos-
fato deshidrogenasa y la coenzima NADP*, produce
6-fosfogluco-lactona mas NADPH+H" (figura 2).

Método microespectrofotométrico para la determinacion de valores de referencia de la fosfomanosa isomerasa
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Figura 2. Reaccion de acople llevada in vitro para la cuantificacién de la actividad enzimatica especifica de la fosfo-

manosa isomerasa

Fuente: elaboracién propia.

Analisis estadistico de la
actividad enzimatica de la
fosfomanosa isomerasa

Para validar los resultados de actividad se utiliz6
el programa XLSTAT de Microsoft Excel, se hizo un
analisis estadistico descriptivo en el que se estimé
el coeficiente de variacion, la desviacion estandar,
media, mediana, entre otros. Ademads, se determi-
naron los valores atipicos por medio de la prueba
de Dixon, teniendo como criterio de significancia
1 SD. Se llevaron a cabo pruebas de distribucién
normal con el test de Kolmogorov-Smirnov por
género y edad, considerando que no es significante
cuando el p-valor es > a 0,05. Para determinar si
la actividad enzimatica estaba influenciada por la
edad, el grupo control fue clasificado en tres gru-
pos 0-4, 5-12 y 13-27 afios, y se utiliz6 una prue-
ba de Anova como test de normalidad, el Test de
Breush-Pagan (heterocedasticidad) y de Durbin
(independencia). Finalmente, se estableci6 un in-
tervalo de actividad enzimédtica por medio del Test
t de Student y se determind el valor de referencia
por medio de los fractiles 0,025 y 0,975, bajo un
intervalo de confianza del 95 %.

Resultados

En los lisados de leucocitos se obtuvieron valores
de proteinas en un rango de 89,7-342,8 mg/dl para
las muestras n.° 28 y 13 de género femenino y mas-
culino que tenian 22 y 8,2 anos, respectivamente,
al ser interpoladas en una curva de calibracion de
BSA que present6 una absortividad de 0,0041 L/
mg.cm y valores de coeficiente de correlacién de
0,9916 e intercepto de 0,0429.

Ensayo de actividad enzimatica de
la fosfomanosa isomerasa frente a
dos concentraciones de sustratoy
enzimas

Al comparar por triplicado la actividad enzimética
de cinco muestras utilizando una concentracién
final de sustrato de 0,6 mM (man-6-P) con 0,6 U
de las enzimas auxiliares con respecto a la activi-
dad enzimatica de estas mismas muestras y em-
pleando una concentracién final de sustrato 6 mM
y de enzimas auxiliares de 1 U, se encontrd para
este ultimo un aumento en la actividad enzimatica
especifica del 43 al 68 %, bajo estas ultimas condi-
ciones (tabla 1).
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Tabla 1. Comparacién de la actividad enzimatica (AEz) de la fosfomanosa isomerasa empleando dos concentracio-

nes de PGI, G6PDH y del sustrato M6P

Ensayo 1: 0,6 U PGI'y G6PDH; 0,6 mM Man-6-P

N.° edad nmol/h.
muestra | (aios) mg p.
12,3 M 190

Ensayo 2:1UPGIy G6PDH; 6 mM
Man-6-P
nmol/h. | nmol/min. | % AEz
mgp. | mgp. especifica
600

3 , 0,054 3 0,171 10 68
4 1,8 F 0,232 813 14 0,446 1565 26 48
5 2,1 F 0,344 1207 20 0,827 2901 48 58
6 0,6 M 0,308 1081 18 0,689 2416 40 55
9 2,6 M 0,214 752 13 0,377 1323 22 43

* Porcentaje de aumento de la actividad enzimatica entre los ensayos.

Fuente: elaboracién propia.

Por lo anterior, el protocolo para la medicién de
la actividad enzimatica en nuestro estudio consis-
tié en 50 pL del lisado ajustado previamente a 40
ug de proteina con bufter de lisis, 200 uL de buffer
de reaccién que contenia 100 mM HEPES pH 7,1,
11,9 mM MgCl2, 0,72 mM de NaDP', y 1,2 U de
las enzimas auxiliares fosfoglucoisomerasa (PGI),
glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PDH) y 50 pL
de manosa-6-P 36 mM. Para este ensayo la activi-
dad enzimatica de la pMI mediante la reaccién de
acople (figura 2) presenté un rango de absorban-
cias de 0,135-0,868, una vez corregida la muestra
contra su respectivo blanco, lo cual permitié cal-
cular la actividad enzimética especifica de la enzi-
ma en nmol/h. mg de proteina.

Curva de calibraciéon de NADPH+H*

La curva de calibracién de NADPH+H' corregida
por minimos cuadrados obtuvo un coeficiente de
extincion de 6,413 L/mmol.cm para esta coenzima,
con un valor de intercepto de 0,0006 y una corre-
lacién de 0,999.

Ensayo de actividad enzimatica
contra el tiempo

El seguimiento de la actividad enzimatica duran-
te diez horas (ensayos n=3) permitié determinar
que la apariciéon del producto es lineal hasta 3,3
horas (r’= 0,9868) (figura 3B). Lo anterior sugiere
que se pueden realizar lecturas en este intervalo,
teniendo en cuenta que los valores de absorbancia
se hallaron por arriba de 0,135 una vez corregida
la muestra con su respectivo blanco. Por lo tanto,
todas las muestras en nuestro ensayo fueron leidas
a las dos horas. Se presentaron pequefias variacio-
nes de actividad a los 89 minutos y 234 minutos
(figura 3A).

Método microespectrofotométrico para la determinacion de valores de referencia de la fosfomanosa isomerasa
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Figura 3. A. comportamiento de la actividad enziméatica durante 10 horas, B. parte lineal de la actividad enzimética
de la muestra (coeficiente de variabilidad inter-ensayo (n=3) < 10 %).

Fuente: elaboracién propia.

Ensayo de estabilidad del buffer de reaccion

El ensayo de estabilidad de las enzimas auxiliares en el buffer de reaccién (conteniendo las enzimas paGI y
G6PDH, MgCl, en HEPES 100 mM pH 7,1) mostré que solo habia una disminucién entre el 11 y el 27% en la
actividad enzimatica especifica después de transcurridos 58 dias en las cinco muestras analizadas (tabla 2).

Tabla 2. Estabilidad del buffer de reaccién

Ensayo de actividad enzimatica

Ensayo dia 1 Ensayo dia 58

. nmol/h. mg nmol/min. mg % actividad
nmol/h. mg prot. | nmol/min. mg prot. s .
prot. prot. enzimatica especifica

5 2901 48 2343 39 19
6 2416 40 1790 30 26
8 553 9 452 8 18
18 551 9 492 8 n
25 567 9 415 7 27

* Porcentaje de disminucién de la actividad enzimatica entre los ensayos.
Fuente: elaboracién propia.
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Analisis estadistico de la actividad enzimatica especifica
encontrada para fosfomanosa isomerasa

Se determinaron tres valores atipicos, con actividades enzimaticas especificas de 2901, 2799 y 3045
nmol/h.mg de proteina, que pertenecian a dos controles de género femenino y uno de género masculino,
con edades de 2,1 afios, 20 afios y 5 afos, respectivamente (figura 4).

Z-score
o

12 13 1 15

2B 27 228 @

Controles

Figura 4. Distribucion de valores de actividad enzimatica y valores atipicos.

Nota: para establecer los valores que se encontraban fuera del rango del limite superior e inferior de actividad enzimética se utilizé el

test de Dixon (barras de color rojo).

Fuente: elaboracién propia.

Se observé una distribucion normal para la po-
blaciéon de controles, que se analizé al obtener un
p-valor 0,649 bajo un nivel de significancia a 0,05,
y un p-valor de 0.699 determinado por la densi-
dad de kernel por medio de la prueba de Kolmogo-
rov-Smirnov (tabla 3). La distribucion de los datos
de actividad enzimdtica permitié calcular una acti-
vidad media 1330 nmol/h. mg de proteina con una
SD de + 714,5 nmol/h.mg de proteina y un coefi-
ciente de variacion de 0,53 (tabla 3).

Tabla 3. Andlisis estadistico: muestra de controles sa-
nos estudiados

Analisis descriptivo nmol{h. ok
proteina

Media 1330,26
Error tipico 126,30
Mediana 1219,70
Desviacidn estandar 714,44
Varianza de la muestra 510420,16
Coeficiente de variacién 0,53
Curtosis 0,30
Coeficiente de asimetria 0,96
Minimo 473,31
Maximo 3044,81
Analisis de normalidad
Test de normalidad a P-valor
Kolmogorov-Smirnov 0,05 0,699

Fuente: elaboracién propia.

Método microespectrofotométrico para la determinacion de valores de referencia de la fosfomanosa isomerasa
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El analisis estadistico y descriptivo de cajas
para la muestra estudiada (n=32) determiné que
el 25% de los valores de actividad enzimatica es >
710 nmol/ h. mg de proteina y el 75 % de las mues-
tras present6 valores de actividad < 1618 nmol/h.
mg de proteina. Asimismo, se hallé6 una media de
actividad enzimatica de 1330 nmol/h. mg de pro-
teina, y se encontraron dos valores atipicos de ac-
tividad enzimatica de 3045 y 473 nmol/h. mg de
proteina, que correspondian a controles de género
masculino con edades de 2,3 y 5,3 afios (figura 5A).

Se observoé al comparar el subgrupo de género
masculino (n= 18) con respecto al femenino (n= 14)
una mayor actividad enzimatica especifica en rela-
cién conlamedia calculada 1426 y 1206 nmol/h. mg

A Grupo control (n 32) B

+ 3045 nmolfh.mg de p
Edad: 2 28 afios (T

Género masculino (n 18)

1618

1310

I 710 . l

473 nmol’h.mg de p
Edad: 5,3 afios (

o 0,05

nmalh.mg de proteina
nmolih.mg de preteina

C  Grupo 0.4 aiios (n 10)

e nm

2900 nmol/h. ma p
e Edad: 2,06 afios Q

2w 1 2416

a

Grupo 5-12 afios (n 10)
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de proteina, respectivamente. Ademads, se obser-
varon dos valores atipicos de actividad enzima-
tica para el género masculino 473, 3044 nmol/h.
mg de proteina que correspondian cada uno a dos
muestras de 2,3 y 5,3 afios de edad. Para el géne-
ro femenino se hallaron dos valores aberrantes en
la actividad enzimatica, 551 y 2901 nmol/h. mg de
proteina, que correspondian a muestras de 2,1 y
9,5 afos, respectivamente (figura 5B).

En los tres grupos analizados por edad se en-
contraron valores atipicos por medio del analisis
de cajas y una actividad media de 1499 (0-4 afios),
1246 (5-12 afos) 1259 nmol/h. mg proteina (13-27
afos) (figura 5C).

Genero femenino (n 14)

3045 nmolh mg p . ,
Edad: 2,26 afios 2091 nmol/h.mg p

Fdad 7 06 afins

" e
£
(3
H
B sem
- =
1815 &5
Eus 1517
1426 3 +
E.. 614
969
966

551 nmol'h.mg p

173 I/h
pebtieie g Edad: 9.46 afios

Edad: 5.3 afios

T TR
a 0,05

0,05

Grupo 13-27 afios (n 12)

nx

3045 nmolh. mg p

Edad: 5 3afios O N 2799 nmol/h. mg p

Edad: 20 afios @

2001
1568

1472

1192

473 nmol’h. mg p
Cdad 2 20 afios T .

nmolih.mg de proteina
P
nmel/h.my de proteina
B
—

| 674
. 551 nmol/h. mg p.

1062

636
£53 nmol/h. mg p
Edad: 13 41 afios @

nmol/h.mg de proteina

Edad: 9.46 afio ¥

= 005 a 0,05 a 0,05

Figura 5. Andlisis por diagrama de cajas: a. controles analizados (total); b. grupo control por género, c. grupo
control clasificado en tres rangos de edad (0-4, 5-12, 13-27 afios).

Fuente: elaboracién propia.
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Analisis estadistico de controles por género y edad

Se encontro que la actividad enzimatica no estd influenciada por el género, porque se present6 una distri-
bucién normal con relacion a la media de actividad para ambos grupos, al aplicar las pruebas estadisticas
de Kolmogorov-Smirnov y el test bilateral. De igual forma el analisis de varianza entre los géneros me-
diante la prueba F de Fisher determind que la actividad enzimatica de la PmI no se encuentra influenciada

por este (tabla 4).

Las actividades enzimaticas de los diferentes grupos de edad mostraron una distribucion normal, y entre
estos se observo, mediante analisis Anova, que no hay diferencias significativas (tabla 4).

Tabla 4. Andlisis estadistico por edad y género para la PMI

Género
Femenino Masculino 0-4 afios 5-12 aiios 13-27 aiios
(n14) (n 18) (n10) (n 10) n12)
Testde
normalidad
Kolmogorov- 0542 0,0 0875 0,0 0,817 0,0 0,602 0,0 0,908
Smirnov
Actividad
media 1206,21 1426,66 1498 1247 1259
(nmol/h.mg de
proteina)
Fuente: elaboracion propia.
Finalmente, lo anterior se corrobord median- . .z
Discusion

te tres andlisis estadisticos que demostraron que
la actividad enzimdtica no estaba afectada por la
edad: Durbin-Watson hallé un p-valor < 0,001,
White determind un p-valor de 0,558 y Breu-
sch-Pagan encontr6 un p-valor 0,332, todos bajo
un nivel de significancia a 0,05.

Intervalo y valor de referencia
de actividad enzimatica de la
fosfomanosa isomerasa

Se estableci6 un intervalo de actividad enzimatica
de 1073-1588 nmol/h. mg de proteina y un valor
de referencia de 551-2416 nmol/h. mg de proteina
bajo un nivel de confianza del 95 %.

Estandarizaciéon del método para

la determinacion de la actividad
enzimatica

Los resultados de actividad enzimdtica en las
muestras 3, 4, 5, 6 y 9, analizadas con las condicio-
nes del ensayo 2, establecieron un mayor rango de
absorbancia de 0,171-0,827, con lo que se obtuvo
un intervalo de 600-2901 nmol/h. mg de proteina,
en comparacion con el ensayo 1 (al emplear como
concentracion final de sustrato 0,6 mM y de enzi-
mas auxiliares 0,6 U), en este ultimo se consiguid
un menor rango de absorbancia (0,054-0,344), una
vez corregidas las muestras contra su respectivo
blanco; por lo tanto, se hallaron valores inferio-
res de produccion de la coenzima NADPH+H*y
de actividad enzimatica: 190-1207 nmol/h. mg
de proteina. El aumento de actividad enzimatica

Método microespectrofotométrico para la determinacion de valores de referencia de la fosfomanosa isomerasa
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especifica del 43 al 68 % en las cinco muestras anali-
zadas al azar bajo las condiciones del ensayo 2 per-
mitié establecer que la concentracién del sustrato
para la determinacién de la actividad enzimatica
deberia realizarse a una concentracion final 6 mM,
es decir, bajo condiciones saturantes (10 X) y con un
aumento de la concentracién de las enzimas auxi-
liares pc1 y G6PDH a 1 U de concentracién final,
respectivamente. Estos resultados concuerdan con
Bisswanager (30), el cual ha descrito que la veloci-
dad de una enzima es directamente proporcional
al grado de saturacion y que cuando se emplea 10
veces la concentracion del sustrato con respecto
al Km se encuentra un 9% de sitios libres y 91%
de saturacién; también menciona que la reaccién
puede ser regulada en su velocidad al aumentar la
concentracion de las enzimas. Esto se observo al ob-
tener un incremento en la aparicién de NADPH+H"
que se reflej6 en mayores valores de absorbancia
para las muestras analizadas (rango de absorbancia
0,135-0,868 para las 32 muestras). Por lo anterior, el
método microespectrofométrico se trabajé en con-
diciones saturantes de sustrato, ya que no se vio nin-
gun tipo de inhibicién por este para la enzima pmI.

Curva de calibracion de NADPH+H*

La pequeiia diferencia del coeficiente de extincién
del NADPH+H" para nuestro ensayo (6,41 L/mmol.
cm) con relacion al valor reportado 6,22 L/nmol.
cm se explica gracias a que nuestro estandar fue
disuelto en buffer HEPES 100 mM pH 7,1 y no en
Tris-HCl 0,1 M pH 7,3-8,0 (31).

Ensayo de actividad enzimatica
contra el tiempo

Los resultados observados en las curvas de progreso
de formacion del producto contra el tiempo estan
relacionados con el comportamiento enzimatico
descrito por diferentes autores hablan de una region
lineal y una no lineal, y que el tiempo éptimo de lec-
tura abarca una franja de 3 horas 20 minutos.
Siguiendo entonces las condiciones experimen-
tales descritas, se dejaron como punto de lectura
estandar 120 minutos (2 horas), tiempo que des-
cribe la fraccion lineal de la pendiente de progre-
so, recomendada para producir una sefnal directa
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en la conversion de sustrato a producto. Gracias a
esto se obtuvieron valores de absorbancia (= 0.135)
en la determinacion de la velocidad de la pm1 que
garantizan un menor porcentaje de error en la de-
terminaciéon de la actividad enzimatica. Ligeras
desviaciones de absorbancia pueden registrarse
(minuto 89 y 234) por alteraciones de voltaje que
ofrecen inestabilidad espectrofotométrica.

Después de los 300 min se observd una velocidad
asintotica, que puede ser explicada por la saturacion
de los centros activos de la enzima con el sustrato;
también se halldé una disminucién en la actividad
después del minuto 400. Este comportamiento se
puede presentar por influencias desestabilizantes en
la estructura de la proteina, que pueden ser por cau-
sa de un decrecimiento del sustrato, disminucion de
la coenzima en su estado oxidado, inhibicién de la
actividad de la enzima o por cambios drasticos del
pH generado por la producciéon de NADPH+H'; esta
ultima puede afectar la estructura terciaria de la en-
zima de una forma irreversible.

Otro factor que posiblemente afecta la activi-
dad enzimatica es el tipo de buffer; sin embargo, en
el experimento la temperatura utilizada fue cons-
tante (37°C) y como sistema amortiguador se usé
HEPES, que tiene una capacidad débil para comple-
jar iones. Con lo anterior se logré que estos en la
mezcla de reaccion enzimatica (MgCl,) estuvieran
a disposicién como cofactor para la glucosa 6 fos-
fato deshidrogenasa y para la fosfomanosa isome-
rasa, aunque la ltima usa Zn** como cofactor (30)

Ensayo de estabilidad del buffer de
reaccion

La causa de la disminucion de la actividad enzima-
tica después de los 58 dias (tabla 3) se explica por
procesos de 6xido-reduccion, que produce deses-
tabilizacion de la estructura terciaria por cambios
de pH de la pG1 y G6PDH (30). No obstante, las en-
zimas mostraron un alto grado de estabilidad en
comparacion con otros estudios, los cuales sugie-
ren que la pmI disminuye drasticamente su activi-
dad y que los ensayos se deben realizar de forma
inmediata, una vez resuspendidas las enzimas PGI
y G6PDH en agua. La preservacion de un 73 % de
actividad podria explicarse gracias a que estas no
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fueron solubilizadas en agua, sino en buffer HE-
PES 100 mM pH 7,1 lo que permitié conservar su
actividad por un tiempo mas prolongado.

Analisis estadistico de la
actividad enzimatica especifica
de la fosfomanosa isomerasa
en la muestra de controles
estudiada

Las medidas de dispersion aplicadas a la poblacion
estudiada (SD y varianza) ofrecen una marcada
desviacion del valor medio de actividad enzimati-
ca encontrada. Esta es una circunstancia habitual
en pequefos muestreos que no abarcan todos los
grupos etarios, hallazgo que muestra una franca
correccién a medida que se incluyan nuevos con-
troles de la poblacién en estudio.

Otro hallazgo relevante a esta primera aproxi-
macion a los valores de referencia para la fosfoma-
nosa isomerasa se relaciona con los valores atipicos
encontrados en términos de sobreexpresion de ac-
tividad, un fenémeno que puede ser explicado, pri-
mero, por los polimorfismos hallados en los genes
de la enzima que pueden causar este comporta-
miento y, segundo, por al uso de sustratos artifi-
ciales, como se ha descrito anteriormente para la
enfermedad de Niemann Pick A/B o en los ensayos
in vitro para hexosaminidasas Totales (32, 33).

Finalmente, respecto a factores como edad o
género, estos no mostraron una diferencia signifi-
cativa, lo cual es consistente con otros analisis re-
lacionados con enzimas de expresion leucocitaria
realizados en nuestra poblacién, donde el dnico
grupo que mostro6 una discrepancia importante de
actividad se encontraba en el periodo neonatal (<
3 semanas de vida), grupo etario no incluido en el
presente estudio (34).

Intervalo y valor de referencia
de actividad enzimatica de la
fosfomanosa isomerasa

Los resultados del valor de referencia encontrados
en la presente investigacidon muestran un valor
mas bajo de actividad enzimatica (9,2 nmol/min.

mg de proteina) con respecto al limite inferior y
mas alto (40,3 nmol/min. mg de proteina) con res-
pecto al estudio realizado en Munich por Niehues
et al. (35), quienes reportaron un valor de referen-
cia para la enzima PMI de 16,6-20,04 nmol/min.
mg de proteina con una actividad media de 18,1
nmol/min. mg de proteina al analizar una mues-
tra de leucocitos de 12 controles. Esta diferencia
en la actividad enzimatica especifica con relacion a
otras investigaciones se puede explicar porque las
unidades de enzima empleada en nuestro ensayo
fueron iguales para las enzimas auxiliares (1U) y la
incubacion se realizé a 37°C, lo cual disminuye la
energia de activacion de las enzimas, y permite una
mayor velocidad de reaccion y, por tanto, aparicion
del producto, en comparacién con lo empleado por
(35), que utilizaron 100 mU para la PGI y 500 mU
para la G6PDH, y llevaron a cabo la incubacién del
ensayo a temperatura ambiente.

Sin embargo, el comportamiento del ensayo
esta en concordancia con el valor de referencia
(558-2416 nmol/h.mg de proteina) y con los va-
lores hallados en el intervalo de confianza (1073-
1588 nmol/h.mg de proteina) con respecto a los
reportados por De Koning et al. (36) en Holanda:
860-1800 nmol/h. mg de proteina. Estos autores
analizaron un grupo control de 15 individuos. En
comparacion con nuestro estudio, el valor de acti-
vidad del limite superior fue mucho mas alto (2416
nmol/h. mg de proteina), porque se trabajo con
concentraciones saturantes de sustrato, aproxima-
damente diez veces mas para lograr una mayor ve-
locidad de la enzima; por lo tanto, concentraciones
altas de sustrato influencian la actividad de la en-
zima e incrementan su actividad (30). No obstan-
te, es conveniente documentar al respecto que un
valor mayor de actividad enzimatica en la muestra
de estudio también puede presentarse por aspectos
relacionados con la poblacion en seguimiento, un
fenémeno que se ha reportado en otros ensayos que
muestran que los valores de referencia no se sola-
pan con los reportados por la literatura. Por ejem-
plo, se tienen los hallazgos respecto a la valoracion
de la enzima galactosa 1-fosfato uridil transferasa
en una muestra de 162 ninos lactantes, consegui-
dos por Ayala et al. (37) biotinidasa y a-amilasa en
una muestra de 106 nifios colombianos (38).

Método microespectrofotométrico para la determinacion de valores de referencia de la fosfomanosa isomerasa
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Otro aspecto para resaltar en la data enzimatica
obtenida es el valor de limite inferior (551 nmol/h.
mg de proteina) que, en contraste con los estudios
de (36), aparentemente no permitiria la deteccién
de portadores, dado que en dicho estudio se infor-
man actividades para PMI de 610 y 710 nmol/h.mg
de proteina (madre/padre respectivamente y por-
tadores). Esta situacion se puede explicar en térmi-
nos de las diferentes poblaciones en estudio y por
el nimero mayor de muestras de origen pediatrico
incluidas en el presente protocolo (50 % del total).

Sin embargo, centrados en la poblacién afecta-
da, el valor de actividad media encontrado (1330
nmol/h. mg de proteina) permite realizar el diag-
ndstico de la deficiencia de la fosfomanosa isome-
rasa, porque al ser contrastados con los valores de
actividad de los pacientes con CDG-Ib (120-180
nmol/ h. mg de proteina) publicados por (35) y (36)
se encuentran actividades especificas inferiores a
9,02 %-13,53 %.

Finalmente, esta investigacion constituye una
de las primeras herramientas de laboratorio en la
aproximacion de los defectos de la glicosilacién en
Colombia, que facilitara el diagnéstico de forma
temprana en pacientes deficientes de la pmr, lo cual
permitird cambiar el curso natural de la enferme-
dad y asi evitar las serias complicaciones de indi-
viduos afectados, que no han recibido el beneficio
de un dictamen correcto y oportuno. La anterior
reflexiéon va unida, igualmente, al hecho de que
siendo una microtécnica podra ser aplicada como
prueba neonatal, incluso dada la facilidad en el tra-
tamiento y el bajo costo al poder suplementar bajo
orientacion médica manosa de forma oral, lo que
sin duda mejora la calidad de vida de los pacientes
y su entorno familiar (14, 18).
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