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DIAGNOSTICO PRENATAL DE CETONURIA DE
CADENA RAMIFICADA. MICROENSAYO APLICADO

A UN EMBARAZO DE ALTO RIESGO CON APARENTE DETECCION
DE UN FETO HETEROZIGOTO

H. Moreno Fuenmayor*

RESUMEN

Se cultivaron fibroblastos de la piel y celulas amnio-
ticas en viales de los usados para contaje por centelleo
liquido. Las celulas crecieron hasta la confluencia total y
luego se determine por metodo de dilution radioisotb•
pica, la actividad de la decarboxilasa de cetoacidos de
cadena ramificada sin resuspender las celulas de su
monocapa de crecimiento. El metodo se puede practicar
hasta con 2 x 10 celulas. Se determine la actividad de la
decarboxilasa de cetoacidos de cadena ramificada, en
fibroblastos obtenidos de diversos tipos de pacientes
referidos por problemas geneticos diferentes de la
enfermedad en estudio. Asi mismo se estudio la actividad
enzimatica en celulas amnioticas obtenidas, a las 16
semanas de gestation, de 7 controles normales y de la
madre bajo estudio; y finalmente en los fibroblastos y
leucocitos de la nina producto de este embarazo.
Inicialmente se obtuvieron resultados que hacfan pensar
en que el feto en estudio seria heterozigoto,por to cual
se deje evolucionar el embarazo hasta termino. Sin
embargo, la heterozigosidad no pudo comprobarse en el
estudio postnatal.

INTRODUCCION

La cetonuria de cadena ramificada (CCR), conocida en la literature
anglosajona como enfermedad de orinas en jarabe de arce, es un error
ingenito del metabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada
(leucina, isoleucina y valina), el cual ha sido investigado en su mayor pane
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MATERIAL Y MET000

En el transcurso.de la valoracion prenatal con fines de diagnostico de
CCR en un feto, estudiamos la capacidad de las fibroblastos de la piel, para
degradar Leucina-1-C 19 an: a) controles; b) ambos padres (en la familla
motivo de este estudio); c) en 2 lineas celulares provenientes de otros 2
heterozigotos obligatorios (gentilmente cedillas a nosotros par L.J. Elias,
Emory University, Atlanta, Ga.); d) en una linea homozigota mutante
(CCR); tambien estudiamos las celulas amnioticas obtenidas despues de la
amniocentesis de la madre y de controles Banos, y los fibroblastos y
leucocitos de la nina producto de la conception de este embarazo. Los
resultados obtenidos sugerian que el fete fuese heterozigoto y par to tanto
el embarazo se dejo evolucionar haste termino; sin embargo la ADCA en
fibroblastos y leucocitos obtenidos de la nina producto del mismo, fue
indistinguible de la de los controles.

Procedimientos de cultivo de las celulas: Par to menos 10 lineas celulares
control, obtenidas despues de la biopsia cutanea par sacabocado, se
colocaron en cultivos previa division de las mismas en explantes pequenos
de aproximadamente 1 mm de diametro. Estas lineas provenian de
pacientes referidos a nosotros per diversidad de patologia genetica, distinta
de la CCR. La mayoria de las lineas celulares se habian mantenido
congeladas en nitrogeno liquido par varias semanas a meses. La criopre-
servacion se hizo despues de 2 0 3 repiques en cultivos y, despues de
reconstituidas, se siguieron repicando en los mismos, pero nunca mas ally
del pase N° 30. La mayoria de los experimentos se realizaron con clones
celulares entre los pases 5 y 20. Para la determination de la ADCA en el
feto se tomaron celulas amnioticas por amniocentesis a las 16 semanas de
gestation, en la madre bajo estudio y en 7 controles con historia negativa
para enfermedades hereditarias. La madre en estudio habia tenido
previamente un nine qua murio a los 7 dias de edad con evidencias clinicas
y bioquimicas de CCR pore en el cual no se hicieron determinaciones in
vitro de la ADCA. Dada la corta vida de las celulas amnioticas on cultivos,
no se usaron mas ella del pase N° 5.

El procedimiento de cultivo usado fue similar en ambos tipos de celulas
come se describe a continuation para las celulas amnioticas, pero la
concentration de suero fetal de ternera para fibroblastos fue solo del 15 0/0.

Las celulas amnioticas se obtuvieron despues de centrifugar (400 x g x 8
minutes a 4°C) 10 a 12 ml de liquido amniotico obtenido par
amniocentesis coma se ha indicado. El boton celular obtenido se suspendio
en dos tipos de media: Eagle Minimal Essential Media (Flow Laboratories)
y McCoy's 5a Modifiel (Grand Island Biological Co.), los cuales se
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suplementaron con un 30% de suero fetal de ternera. Se agregaron
antibioticos: penicilina/estreptomicina (60 U/ml) en el media de McCoy y
Aureomicina (50 ug/ml) en el de Eagle.

En terminus generales los cultivos se iniciaron con la cantidad de celulas
suspendidas en unos 12 ml de medio el cual se repartfa en 2 0 3 frascos
Falcon 130 plesticos (Falcon Plastics). Una vez obtenido adecuado
crecimiento celular el cual se alcanze en 2 u 3 semanas, los cultivos se
subcultivaron (usando medio de Puck con tripsina y EOTA(2), en viales
desechables de vidrio de los usados para contaje por centelleo liquido
(Kimble products No. 60975-L). Un Falcon 130 con celulas confluentes
era suficiente pare sembrar 4 0 5 viales. Despues de 3 a 5 dias mas de
crecimiento se efectuaron los estudios enzimeticos. La cantidad de
proteina celular obtenida despues de los ensayos fue de aproximadamente
200 jigs(s).100 ug equivalen aproximadamente a 3 x 10 5 celulas. En
ocasiones se hicieron ensayos con 65 jigs de proteina.

Medida de Is actividad enzimatica: Las celulas adheridas al fondo de los
viales se incubaron en 0.5 ml de amortiguador Krebs Ringer fosfato a pH
7.5 (ajustado con 5% de CO2 en aire) el cual contenia 0.9 mM y 0.5
uCi/ml de leucina-1-C 14 (New England Nuclear). Se preparo una solution
50X de leucina diluyendo en aminoecido marcado con 1-leucina no
marcada (Nutritional Biochemical Corp.) y esta preparation se incubo en
un agitador-incubador Dubnoff durante media hora a 37° colocendose un
papel de filtro empapado de Soluene (Packard) en la boca de la botella.
Luego se pate una corriente de nitrogeno hGmedo burbujeando en la
mezcla durante 2 minutos. Este procedimiento, modificado de Dancis(4),
eliminaba la radiactividad inespecifica que producia blancos con valores
altos. En fibroblastos se hicieron ademas determinaciones de ADCA a las
concentraciones de substrata de 0.02 y 1.8 mM.

El medio de cultivo se elimino inmediatamente antes de incubar y la
capa de celulas se lava 2 veces con 0.9% de NaC1. Las celulas se incubaron
entonces a la temperatura ambiente durante 15 minutos en amortiguador
sin aminoecidos. Al cabo de este tiempo se desecho. este buffer y se
comenze la reaction mediante la adicion de 0.5 ml de amortiguador
fosfato con la leucina marcada. Los viales se colocaron en el Dubnoff
durante 3 horas a 37°. Los blancos con celulas se trataron a tiempo cero
con 0.5 ml de ecido tricloroacetico (ATCA) al 10 0/0. Los viales se cubrieron
con tapas de goma inyectables. Un vial mas pequeno (vial central, Kontes
N° K882330) se suspendie dentro del vial de incubation mediante un
alambre de cobre N° 22 el cual se path a traves de la tapa. La reaction se
detuvo mediante la inyeccien a traves de la tapa de goma de 0.5 ml de
ATCA en el medio de incubation. El C 14 02 producido durante la
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incubacion se atrape durante media hora a 4°C en 0.5 ml de Soluene
inyectado en el vial central. Se determine que estas condiciones bastaban
para atrapar la totalidad de la radiactividad desprendida en forma de CO2.
La radiactividad atrapada se midio en 15 ml de liquido para contaje por
centelleo liquido el cual contenia 5.88 gm de PPO y 0.12 gm de POPOP
(Packard Permablend) por litro de tolueno. La radiactividad del medid de
incubacion (en alicuotas de 100 µl) se determine en el mismo liquido de
contaje por centelleo pero suplementado con Triton X-100 (Packard) 300/o
v/v. El consumo de substrata probe ser insigniticante ya que no hubo
esencialmente diferencias entre la radiactividad obtenida del blanco y de
los viales incubados.

Determinacien de la proteina celular: Despuesdel paso anterior, el media de
incubacion se elimino y la capa de celulas todavia intacta se lava por 5
veces can 0.9 0/0 de NaCI, a fin de eliminar la radiactividad adherida y se
deje secar. Luego se agregaron 0.5 ml de NaOH 1 N el cual disolvio
durante la noche la monocapa celular. Este tratamienta se realize a
temperatura ambiente. Se determine la cantidad de proteina presente
mediante el metodo de Lowry y colaboradores(e) en alicuotas de 5 µl
obtenidas par duplicado de esta solution. Se utilize albemina de suero
bavino como standard.

Las determinaciones de radiactividad se hicieron en un espectrometro
de centelleo liquido Packard N° 3320 con una eficiencia de conteo (contra
standards obtenidos de New England Nuclear) de 79.80%.

RESULTADOS

Los resultados del estudia del metabolismo degradativa de la leucina-
1-C 14 par parte de las tibroblastos,aparecen en la Fig. 2 y en la Fig. 3.
Estan expresados en nmoles de C 14 Oz atrapados despues de 3 horas de
incubacion, por miligrama de proteina tisular precipitada con ATCA y son
el resultado de por to menas 2 experimentos distintos, por duplicado. En
la mayoria de los casos se hicieron experimentos por triplicado y hasta
cuadruplicado.

Se observe buena correlation intra a interexperimental para experi-
mentos que se referian a la misma I(nea celular pero hubo gran variation
de los resultados cuando se usaron diterentes lineas celulares control. A la
concentration de 0.02 mM de leucina no se observaron diferencias entre
controles y mutantes. La signification se observe a 0.9 mM (p <0.05) y a
1.8 mM (p <0.001). La ADCA fue tambien significativamente diferente (p
< 0.05) entre las lineas celulares paterna y materna, a cualquier
concentration de substrata.
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Fig. 2.— Nanomoles de C 14 02 producidos por mg de proteina, en
fibroblastos normales y mutantes 	 (1 homozigoto y 4 heterozigatos
obligatorios) Los resultados de los ensayos practicados en celulas conser-
vadas en su superficie de crecimiento (± 1 OS) se obtuvieron despues de 3
horas de incubacion, usando 3 diferentes concentraciones de substrata
(mM). En parentesis el numero de experimentos; el subindice representa el
numero de lineas celulares estudiadas+/o Heterozigotos obligatorios baja
estudi0.
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Fig. 3.— Nanomoles de C 14 02 producidos por mg de proteina en
fibroblastos normales y mutantes usando 3 diferentes concentraciones de
substrato. El signo corresponde a la media ± 1 OS. En parentesis el numero
de lineas celulares estudiadas en cada Casa.
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Los resultados de los ensayos realizados en las celulas amnioticas,.
obtenidas de los embarazos controles y de la paciente, son como siguen:
Controles: 10.53 ± 2.29 nmoles; paciente: 4.87 ± 1.06 nmoles. Todas las
determinaciones en las celulas amnioticas se hicieron a una concentracion
de substrata de 0.9 mM (Fig. 3). Las diferencias entre los 2 grupos son
altamente significativas at nivel de p <0.005.

La ADCA en los leucocitos de la nina producto de la concepcion del
embarazo en estudio se expreso en cpm por mg de proteina precipitada
con ATCA despues de 90 minutos de incubacion de los leucocitos aislados
y lavados 2 veces con amortiguador fosfato, pH 7.4. El resto del
procedimiento fue similar al practicado en los cultivos. La actividad
enzimatica se midio tanto en Sangre del cordon coma en sangre periferica y
se utilizo coma control otro recien nacido de la misma edad. Los
resultados promedio de 2 determinaciones en cada caso fueron como
sigue: En la sangre de cordon: Control: 458 cpm (Rango: 433483);
paciente: 633 (Rango: 588-788). En la sangre periferica: Control: 425

cpm (Rango: 381-469); paciente 454 cpm (Rango: 388-521). La ADCA en
los fibroblastos cultivados obtenidos por biopsia cutanea en la nina recien
nacida resulto ser de 5.1 . 1.2 nmoles
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Fig. 4.— Nanomoles de C 14 02 ± 1 OS producidos por mg de proteina en 3
horas, por celulas amnioticas obtenidas de 7 controles sanos y de la madre
en estudio, par amniocentesis a las 15-16 semanas de gestacion.
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DISCUSION

La decarboxilacion oxidativa de los aminoacidos de cadena ramificada
suplementados a la celula, requiere una compleja cadena de reacciones
metabolicas las cuales se pueden medir in vitro solamente si la membrana
celular esta intacta. En extractor celulares y homogeneizados de las mismas
es necesario usar Como precursores de la reaction los alfa cetoacidos
correspondientes, de dificil obtencion y preparation en laboratorios no
suficientemente provistos. Ademas, se ha reportado que los cetoacidos
marcados presentan contaminantes voletiles que originan blancos con
valores altos(a). Sin embargo, Wendel y. colaboradores(14) han descrito
recientemente un micro-metodo que utiliza alfa-cetoacidos como precur-
sores metabolicos para medir la ADCA 	 en fibroblastos intactos en
monocapa. Otros autores han utilizado fibroblastos o celulas amnioticas en
suspension para las determinaciones de esta actividad enzimatica con
resultados satisfactorios; pero dicha metodolog(a ademas de requerir un
mayor nomero initial de celulas, obliga 	 a la utilization de enzimas
proteolrticas (tripsina) o raspado con dedo de goma (o ambos) con el
consecuente traumatismo celular.

Nosotros especulamas sabre el hecho de que tal traumatismo podria
originar alteraciones del transporte de aminoacidos de cadena ramificada a
traves de la membrana celular y/o incrementar el nomero de celulas no
viables y en consecuencia dificultar la diferenciacion entre I(neas celulares
provenientes de heterozigotos y normales. Esta presuncion se base ademas
en nuestra observation (inedita) de que las celulas cultivadas con
aminoacidos marcados, ten(an actividad de decarboxilasa erratica y no
reproducible despues del tratamiento con tripsina.

Nuestros hallazgos, sin embargo, presentan el mismo imbricamiento en
los resultados observados por otros autores(3.4). Si bien a concentraciones
elevadas de sustrato (0.9 y 1.8 mM) los resultados parecen discriminar
bastante bien entre controles y mutantes heterozigotos, el nomero
insuficiente de controles usados a estas concentraciones no permite Ilegar a
conclusiones validas.

Llama la atencion el hecho de que la ADCA en los fibroblastos de
origen paterno fue siempre mas baja que en los fibroblastos de origen
materno. Elsas(s) tambien ha senalado dis(mil ADCA entre heterozigotos
obligatorios de una misma familia por el estudiados. Alteraciones del sitio
activo de la enzima dando origen a Km anormales, tal como en la situation
descrita por Tedesco y Mellman en citrulinemia, pudieran ser responsables
de este comportamiento(io)•

a
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Nuestros resultados senalan, par otro lado, que la tasa de decarboxi-
lacion de leucina-1-C 14 aumenta en razon directs a la concentracion de
substrato utilizada, aunque el aumento no es tan conspicuo en la l(nea
celular paterna. Se ha senalado que esta sigue aumentando hasta por to
menos 20 mM(s).

Es notable ademas, en nuestros datos, que la ADCA fue superior en las
celulas amnioticas controles que en las fibroblastos obtenidos par biopsia
cutanea para la misma concentracion de substrata (0.9 mM); y que la
ADCA medida en los leucocitos y fibroblastos del propdsito fue
indistinguible de la de los controles.

Los resultados son evidentemente contradictorios con los obtenidos en
el estudio prenatal en el cual se observaron diferencias significativas entre
la ADCA de las celulas amnioticas obtenidas de la madre en estudio y la de
los controles.

Explicaciones para este hecho sor an meramente especulativas on estos
momentos:

Kaback y Leonard, basados probablemente en fenomenos conocidos de
induction enzimatica (Ej: glucoroniltransferasa) que ocurren al naci-
miento, han propuesto un modelo tebrico que representa las posibilidades
de fenomenos de induction y represidn enzimatica a distintas epocas del
periodo pre y postnatal(-r), fenomenos represores de la ADCA en celulas
amnioticas provenientes de madres heterozigotas pudieran explicar to
observado.

Por otro lado es conocido el hecho de que los cultivos de celulas
amnioticas se pueden presentar en tres formas principales de acuerdo a la
morfologia celular, a saber: epiteloides, fibroblastoides y mixtas. Nadler
(mencionado por Kaback) ha sugerido que varias enzimas glicoliticas
pueden tenor diferente grado de actividad on los diferentes tipos de
cultivos(v). Nuestros cultivos tenian aspecto predominantemente fibro-
blastoide pero no se hizo especial hincapie on determinar esta variable.

Finalmente es posible, aunque improbable, que hayamos determinado
ADCA on celulas de origen materno y no fetal.

Nosotros concluimos que en la cetonuria de cadena ramificada la
deteccidn del estado heterozigoto es dificil, dada la heterogeneidad
fenotipica y genetica de la enfermedad. Los resultados sugestivos de tal
hecho deberan mirarse con cautela y se debe determinar si estos no estan
influenciados por condiciones de cultivo, diferencias on los tipos morfolo-
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gicos de los mismos o factores hasta la fecha poco entendidos. Futuras
investigaciones en este campo aclararan las dudas presentes. Ademas, y
aunque nuestros resultados no son concluyentes, queremos Ilamar la
atencibn sobre la posible influencia de la concentration de substrato como
factor discriminante entre distintas l(neas celulares. El use de un sistema
de celulas adheridas a su superficie de crecimiento no parece mejorar tal
factor discriminante, por to menos a concentraciones bajas de substrato,
cuando comparamos nuestros resultados con los de otros autores; pero por
razones de facilidad metadol6gica y rapidez en la obtencion de los
resultados, la cual es crftica en diagntstico prenatal, recomendamos esta
iltima tecnica.

SUMMARY

"Prenatal Diagnosis of Branched Chain Ketonuria".

Humberto Moreno Fuenmayor (Unidad de Genetica Medico Hospital
Uniuersitario, Maracaibo, Venezuela). Invest Clfn. 16(1): 16-28, 1975.
Skin fibroblasts and amniotic cells were cultivated in vials of those used
for liquid scintillation counting. The cells grew until achieving complete
confluence, and then the activity of ketoacid decarboxilase was deter-
mined by the radioisotopic dilution method without dettaching the cells
from the glass wall. The method can be used even with 2 x 10 5 cells.

The enzyme activity was tested in fibroblasts obtained from patients
with genetic disorders different from the disease in study. In the same
manner enzymatic activity was also studied in amniotic cells obtained at
the 16th of pregnancy from seven normal controls and from the mother
under observation and besides, in fibroblasts and leukocytes of the girs
product of the pregnancy. Results were obtained which pointed to a
heterozygous fetus, thus the pregnancy was allowed to continue to term.
However, post natal studies could not confirm these results.
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