CAMBIOS EN LA ACTIVIDAD DE LA GALACTOSA-
1-FOSFATO URIDIL TRANSFERASA
DURANTE EL DESARROLLO POST-NATAL(¥)

RESUMEN

Se presentan los valores de la actividad
eritrocitaria de la Galactosa-1-fosfato
uridil transferasa (GAL-1-PUT) (E.C.
2.7.7.12) en individuos humanos de di-
ferentes edades desde el recién nacido
hasta el adulto. Los resultados permiten
proponer los valores de referencia para
la actividad de la enzima en poblacion
colombiana.

La variacion en los valores de la activi-
dad enzimatica observada segun la edad
permite apoyar la hipotesis de una indu-
cibilidad de la enzima en el humano, de
forma similar a como ocurre en otras es-
pecies y con otras enzimas de la via meta-
bolica de la galactosa.

INTRODUCCION

La galactosa-1-fosfato uridil transferasa
(GAL-1-PUT) (E.C.2.7.7.12) cataliza
la transferencia de un grupo de uridina
difosfato (UDP) de la UDP-Glucosa a la
Galactosa-1-fosfato para formar UDP-
Galactosa y Glucosa-1-P:
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UDP-Glucosa + Gal-1-P

Gal-1-PUT
UDP-Galactosa + Glucosa-1-P

Esta reaccion, junto con las reacciones
catalizadas por la galactokinasa y por la
UDP-Galactosa-4-epimerasa hace parte
de la via que permite el metabolismo de
la galactosa (27,34) (Gréfica No. 1). La
GAL-1-PUT se encuentra en todas las
células del organismo, pudiéndose medir
su actividad con relativa facilidad en eri-
trocitos (24), higado (52) y fibroblastos
(40).

La enzima aislada del higado de rata tie-
ne un Km para la UDP - Glucosa de 0.1
a 0.2 mM, valor que se encuentra dentro
del rango fisiolégico de la concentracion
de UDP-Glucosa hepatica (31).

Como es de esperarse, la tasa de la reac-
cion puede ser regulada por la concen-
tracion del sustrato, pero ademads limita-
da por inhibicion por el sustrato a niveles
elevados de UDP-Glucosa. Adicional a
lo anterior, la glucosa-1-fosfato se com-
porta como un potente inhibidor de la
enzima, asi como los nucle6tidos de uri-
dina (diy tri-fosfatos) los cuales son inhi-
bidores competitivos del sustrato UDP-
Glucosa (53).

Los estudios mas extensos se han realiza-
do con la enzima purificada a partir de
globulos rojos humanos (7, 17, 58), don-
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de Tedesco encontré para esta enzima
un peso molecular de 90.000 daltons, con
una estructura de sub-unidades, cada
una con un peso monomérico de 30.000
(58),y Beutler y cols. (7) encontraron un
pH 6ptimo de 8.5, un Km variable con el
pH y cen la concentracién de sustrato, de
tal forma que a pH 8.7 y una concentra-
ciéon 0.6 mM de UDP - Glucosa el Km
para la Gal-1-P es de 0.39 mM, y a 1.29
mM de Gal-1-P el Km para el UDP-Glu-
cosa es 0.16 mM, encontrdndose que al
incrementar la concentracién de cual-
quiera de los sustratos se incrementa el
Km para el otro sustrato. Se ha postula-
do la existencia de un mecanismo ping-
pong en la actividad de esta enzima (63).

En 1956 Kalckar y cols. (28, 29) e Issel-
bacher y cols. (25) y Anderson y cols. en
1957 (3). demostraron la ausencia de ac-
tividad de GAL-1-PUT en los pacientes
afectados de galactosemia, enfermedad
caracterizada como entidad clinica des-
de los estudios de Mason y Turner en
1935 (36). Estudios posteriores han con-
firmado la ausencia de la actividad enzi-
matica en globulos rojos (24), glébulos
blancos (24), fibroblastos cutdneos (33),
mucosa intestinal (49) e higado (52) en
los pacientes galactosémicos. Por prue-
bas de doble inmunodifusién se ha de-
mostrado en los eritrocitos de galactosé-
micos homocigotos la presencia de una
proteina que da reaccion cruzada con el
anticuerpo preparado contra la transfe-
rasa normal (58), y que también eluye en
las mismas fracciones que la enzima nor-
mal en cromatografia de filtracion en gel
(Sephadex G-200), indicando por lo tan-
to un peso molecular cercano a 90.000
daltons (59). Estos datos sugieren la pre-
sencia de una “transferasa” enzimdtica-
mente inactiva en los glébulos rojos de
los galactosémicos.

Se han descrito formas moderadas de ga-
lactosemia en sujetos de raza negra (35),
lo cual parece explicarse por la presencia
de actividad residual de la transferasa en

tejidos viscerales, particularmente en el
higado (52), la cual puede llegar hasta un
10% de lo normal (35).

Ademas de la variante de los negros se
han encontrado otras. En 1965, Beutler
y cols. (6) describieron la variante Duar-
te que resulta en una disminucion de un
50% de la actividad enzimdtica de la
transferasa pero sin transtorno clinico.
Schapira y Kaplan (51) describieron la
variante Rennes, con una actividad de
aproximadamente el 7% de lo normal.
En 1971 se describid la variante Indiana
de la galactosemia (12), con una activi-
dad del 35% de lo normal y una enzima
muy inestable. Ng, Bergren y Donnell
(47) han descrito la variante Los Ange-
les, en la que los homocigotos y los hete-
rocigotos tienen una actividad mayor de
lo normal. Chacko y cols. en 1977 (14)
describieron la variante Chicago de la
galactosemia en la cual la actividad enzi-
matica es el 25% de lo normal.

Varios trabajos indican que la actividad
de las enzimas de la via de la galactosa
estd influida por el estado general del
metabolismo de los carbohidratos. Por
ejemplo, se ha documentado un cambio
en la actividad de la GAL-1-PUT, la cual
aumenta en el higado de rata lactante
perfundido con una solucién con alto
contenido de galactosa (50), y se observa
un fenémeno similar en la mucosa intes-
tinal de ratas alimentadas con una dieta
rica en galactosa (56). Si bien la mayoria
de los estudios se ha realizado con la en-
zima eritrocitaria humana (7, 17, 24, 30,
61), no se han documentado cambios in-
ducidos por factores dietéticos ni hormo-
nales que influyan sobre la misma en el
hombre. Se ha informado con anteriori-
dad el nivel de actividad de la enzima en
adultos normales (24, 38), recién nacidos
normales (46) e individuos afectos de ga-
lactosemia (44), pero en contraste con la
galactokinasa (37, 45) no se han descrito
los niveles de la enzima hepatica ni eri-
trocitaria durante el desarrollo humano
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post-natal, aunque su actividad se ha de-
terminado en organos fetales (54, 55).

Este estudio tuvo como objetivo deter-
minar los valores normales de actividad
eritrociaria de GAL-1-PUT en una
muestra de individuos colombianos de
diferentes edades, desde el recién nacido
hasta el adulto, con el fin de describir las
posibles variaciones durante el creci-
miento y desarrollo y hacer un primer in-
tento para establecer valores de referen-
cia en nuestro medio, que puedan ser
usados en futuros estudios sobre la enzi-
ma incluyendo las diversas formas de ga-
lactosemia y trastornos afines.

MATERIALES Y METODOS

Se realizo un trabajo de investigacion ex-
perimental en 66 sujetos evaluados como
normales y distribuidos en cinco grupos
de edad, cuatro de ellos de definicion pe-
didtrica y uno de adultos. En cada sujeto
se realizo la determinacion enzimdtica
como se detalla a continuacion:

a) Especimenes de sangre:

Se obtuvo una muestra de 2 ml de sangre
del cordon umbilical de 10 recién nacidos
a término de madres atendidas en el Ins-
tituto Materno Infantil de Bogota, Co-
lombia, y juzgados normales por la eva-
luacion pediatrica. Asi mismo se obtu-
vieron muestras de 5 ml de sangre venosa
de 10 ninos de 1 a 11 meses de edad, de
13 ninos de 1 a 4 anos de edad y de 10 ni-
nos de 5 a 12 anos, que asistian a control
de nino sano en el Servicio Médico de
CAFAM, Bogota, Colombia, asi como
de 23 adultos voiuntarios sanos. Todas
las muestras fueron tomadas usando he-
parina como anticoagulante y manteni-
das a 4'C hasta su andlisis.

b) Determinacion de la actividad de la
enzima:

La actividad de la enzima se determino
en hemolizados obtenidos por congela-

cion-descongelacion en agua destilada
de los eritrocitos. La técnica utilizada fué
la de Anderson y cols. (2), modificada
por Beutler y Baluda (8), la cual se basa
en el consumo de UDP-Glucosa segun
las reacciones:

UDP-Gal + Glucosa-1-P

(1) Galactosa-1-P + UDP-Glucosa

Gal-1-PUT

UDP Glucurénico + 2NADH + 2H™

(1) UDP-Glucosa + 2NAD
UDP-Glucosa
deshidrogenasa

La formacion de NADH se midio espec-
trofotométricamente en el ultravioleta —
340 nm— (65) usando un espectrofotome-
tro Beckman DB-GT de doble haz con
cubetas semi-micro. La cinética de la for-
macion de NADH es directamente pro-
porcional a la cantidad remanente de
UDP — Glucosa luego de incubar ésta
con el hemolizado. Entre mayor es la ac-
tividad de GAL-1-PUT en el hemoliza-
do, menor es la cantidad remanente de
UDP-Glucosa. Los resultados se convir-
tieron a actividad especifica en Unidades
por gramo de Hemoglobina (U/g Hb).
Una unidad de GAL-1-PUT causa la uti-
lizacion de 1.0 mol de UDP-Glucosa
por hora a 37'C y pH 8.7. (Grifica No.
2). La concentracion de hemoglobina en
el hemolizado se determiné con el méto-
do clasico de la cianmetahemoglobina
(reaccion de Drabkin) (43).

Debido a que los eritrocitos de los recién
nacidos son deficientes en NADasa (4)
se adiciono 0.05 U. de NAD-nucleosida-
sa de Neurospora crassa a cada hemoli-
zado con el fin de evitar interferencias
por el NAD enddgeno.

¢) Manejo Estadistico

Los métodos estadisticos utilizados para
hallar las significancias estadisticas entre
los diferentes grupos etareos fué la “t” de
Student para pequenas muestras, y tam-
bién la distribucion normal para todo el
grupo. Se utilizé un Alfa de 0.025 y una p
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de 0.05 como significativa. Se realiz6
también regresion lineal y exponencial
para las correlaciones entre la edad y los
datos obtenidos para la actividad de la
enzima, aplicadas a la totalidad de los in-
dividuos y a cada grupo de edad por se-
parado.

RESULTADOS

Los grupos etareos en los que se agrupa-
ron los individuos de quienes se obtuvie-
ron las muestras se presentan en la Tabla
No. 1.

Los valores de la actividad de la GAL-1-
PUT para cada individuo en su respecti-
vo grupo aparecen en la Tabla No. 2y la
Grifica No. 3. En la Tabla No. 3y la
Grifica No. 4 se presentan los interva-
los, promedios y desviaciones standard
para la actividad de la enzima en cada
grupo, donde resulta claro que existe
una variacion de la actividad de la enzi-
ma, con un valor minimo en los recién
nacidos, luego un valor maximo en los
lactantes menores, seguido de una decli-
nacion hasta alcanzar el valor del adulto
en los escolares.

Para los individuos de sexo masculino se
encontro un valor promedio de 18.20
+5.02 y para las mujeres de 18.28 =+
5.69 U/g Hb, sin encontrarse diferencias
significativas entre los dos sexos (p =
N.S.).

Los datos de actividad enzimatica encon-
trados en el grupo de 1-11 meses son sig-
nificativamente superiores (p < 0.001)
comparados con los correspondientes a
los recién nacidos. El grupo de 1-4 anos
mostro una actividad enzimadtica signifi-
cativamente superior (p < 0.005) a los re-
cién nacidos, pero sin diferencia (p =
N.S.) con el grupo de 1-11 meses. El gru-
po de 5-12 anos posee valores significati-
vamente superiores (p < 0.02) alos recién
nacidos, pero inferiores al compararlos
con los del grupo de 1-11 meses (p «

0.02). Finalmente, los datos de actividad
enzimatica del grupo de adultos son sig-
nificativamente superiores (p < 0.02) con
relacion a los neonatos y significativa-
mente inferiores (p < 0.02) alos del grupo
de 1-11 meses, pero sin diferencia esta-
disticamente significativa con los del
grupo de 1-4 anos (p = N.S.), ni con los
del grupo de 5-12 afios (p = N.S.).

La dispersion de los valores de actividad
enzimatica mostré una distribucion nor-
mal (Gréfica No. 5), para todo el grupo.

La correlacion entre la edad y la activi-
dad enzimatica en la totalidad de los in-
dividuos mostréo un coeficiente (r =
0.40) de correlacion. Sin embargo, la co-
rrelacion en cada grupo por separado
mostro un coeficiente (r = 0.70) para el
grupuo de 1-11 meses, con un maximo de
actividad entre los 5 y 6 meses de edad;
de forma similar, en el grupo de 5-12
anos se encontrd un coeficiente (r =
0.67) con un maximo de actividad a los 8
anos de edad. Para los grupos de 1-4 afios
y adultos se encontré un coeficiente de
0.26 y 0.27 respectivamente (Gréfica
No. 6).

TABLA No. 1

DISTRIBUCION PORCENTUAL
DE SUJETOS POR GRUPOS

DE EDAD
EDAD n %
Recién nacidos 10 15.15
lall meses 10 15.15
1 a4 anos 13 19.70
Sal2anos 10 15.15
Adultos 23 34.85
Total 66  100.0
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TABLA No. 2

VALORES DE ACTIVIDAD
DE GAL-1-PUT PARA CADA
SUJETO DEL ESTUDIO

# Actividad U/g Hb # Actividad U/g Hb

GRUPO DE NEONATOS GRUPO DE 5AI12ANOS
1 9.43 1 7.16
2 9.50 2 10.20
3 10.63 3 11.38
4 11.86 4 13.60
5 12.10 S 16.42
6 12.90 6 17.46
7 12.93 7 18.07
8 13.10 8 18.25
9 14.25 9 18.60
10 15.73 10 19.36

GRUPO DE 1AI1IMESES GRUPO DE ADULTOS
1 10.76 1 11.70
2 12.80 2 12.20
3 14.63 3 13.55
4 17.74 4 14.10
S 18.90 S 14.20
6 21.72 6 14.52
7 24.10 7 14.70
8 24.90 8 15.40
9 26.41 9 15.43
10 27.76 10 15.66
) 11 16.60
GRUPO DE 1A4ANOS 12 16.75
13 16.85
1 7.98 14 17.12
2 10.00 15 17.15
3 11.10 16 17.17
4 12.40 17 17.20
S 14.36 18 17.25
6 18.20 19 17.30
7 19.45 20 17.45
8 20.23 21 17.96
9 21.00 22 18.05
10 22.93 23 18.10

11 24.75
12 24.80

13 26.10




REVISTA FACULTAD DE MEDICINA

264
GRAFICA Nt 3.
DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE ACTIVIDADES DE.LA GAL-I1- PUT
EN LOS INDIVIDUOS ESTUDIADOS.
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TABLA No. 3
VALORES PARA LA ACTIVIDAD ERITROCITARIA
DE LA GALACTOSA-1-FOSFATO URIDIL
TRANSFERASA POR GRUPOS DE EDAD.
Actividad GAL-1-PUT en U/g Hb
Grupoedad n
Valores Promedio Desv. Standard
Min. Max. X S.D.
Neonatos 10 9.43 - 15.73 12.24 1.90
I-11meses 10 10.76 - 27.79 19.97 5.63
1-4 anos 13 7.98 - 26.10 17.95 5.91
5-12 anos 10 7.16 - 19.36 15.04 3.99
Adultos 23 11.70 - 18.15 15.93 1.81
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ENZIMATICA.

ACTIVIDAD
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DISCUSION

Los datos presentados en este trabajo en
relacion al grupo de adultos no revelan
diferencias estadisticamente significati-
vas (p = N.S.) con respecto a los datos
de Brethauer y cols. (9), von Fernekorn
y cols. (21), ni Mellman y cols. (39), pero
son inferiores (p < 0.05) a los informados
por Dahlqvist (18) y Chacko y cols. (14).
Sin embargo, estos tltimos autores usa-
ron una variacion en la técnica consisten-
te en la adicion de ditiotreitol. La dis-
crepancia entre los datos obtenidos con
las dos técnicas puede deberse a que el
ditiotreitol inactiva a la Galactosa-4-epi-
merasa presente en el hemolizado (57).

En cuanto al establecimiento de un valor
de referencia en nuestro medio, segiin
nuestros datos para adultos éste seria de
15.92 = 3.63 U/g Hb para un 95% de
confiabilidad, muy similar a los acepta-
dos internacionalmente con la técnica
utilizada por nosotros (9, 21, 39). En la
Tabla No. 4 se sugieren los valores de re-
ferencia para los diversos grupos de edad
utilizados.

La variacion en la actividad eritrocitaria
de GAL-1-PUT en humanos presentada
en nuestros resultados para los grupos de
edad utilizados, con el nivel mads bajo de
actividad en los neonatos, seguido de un
incremento en los lactantes alcanzando
hacia los 5-6 meses de edad la mayor acti-
vidad comparada con las demas edades,
seguido de un declive hasta alcanzar el
valor del adulto en los escolares después
de los 8 anos de edad, y manteniéndose
una notable estabilidad de los niveles de
la enzima a lo largo de la edad adulta, no
ha sido informada previamente en la lite-
ratura.

Bertoli (5) ha informado que la actividad
de GAL-1-PUT hepitica en ratas se in-
crementa desde un valor muy bajo 3 dias
antes del nacimiento, hasta un maximo
en el animal lactante de 10 dias de edad,

para luego disminuir hasta los valores
«del animal adulto entre los 35y 45 diasde
edad. Un comportamiento similar de la
enzima se ha observado en el intestino
delgado de la rata (32, 56). Es de sumo
interés que la perfusion con galactosa in
vitro de higado de rata lactante conlleva
un incremento en la actividad de la enzi-
ma, pero este efecto no se observa en el
higado del animal adulto (50).

TABLA No. 4

VALORES DE REFERENCIA
DE ACTIVIDAD ERITROCITARIA
DE GALACTOSA-1-FOSFATO
URIDIL TRANSFERASA
SUGERIDOS PARA COLOMBIA
EN DIFERENTES GRUPOS

DE EDAD
EDAD Actividad U/g Hb
Neonatos 8.45a16.04
1-11 meses 8.70a31.24
1-4 anos 6.12a29.77
5-12 anos 7.06a23.02
Adultos 12.91a19.55

Este conjunto de hechos sugiere que en
los mamiferos la GAL-1-PUT es una en-
zima inducible, al menos al comienzo de
la vida extrauterina, por la administra-
cién de una dieta rica en galactosa. Si se
tiene en cuenta la documentada estabili-
dad de los niveles de la enzima en los
adultos de varias especies es llamativa la
posibilidad de considerar la presencia de
un gen regulador influido por los niveles
de galactosa. En favor de esta hipotesis
cabe citar que otra enzima del metabolis-
mo de la galactosa, la galactokinasa, in-
crementa también su actividad en el hi-
gado de la rata desde el nacimiento hasta
alcanzar un maximo a los 5 dias de edad,
seguido luego de una disminucion pro-
gresiva hasta el animal adulto (15, 60).
Ademas, fibroblastos humanos norma-
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les en cultivo muestran un incremento en
los niveles de galactokinasa cuando cre-
cen en presencia de galactosa (64).

Se han documentado hechos similares
para la tercera enzima de la via metaboli-
ca de la galactosa, la UDP-Galactosa-4-
epimerasa. Por ejemplo, la actividad de
esta enzima en el higado de rata es ma-
yor en el animal recién nacido que en el
adulto y se mantiene elevada durante el
periodo de ingestion de leche (16). En
estos mismos animales la actividad intes-
tinal de la enzima puede ser aumentada
por la administracion de dietas con alto
contenido de galactosa (56). La UDP-
Galactosa-4-epimerasa en los eritrocitos
humanos tiene una mayor actividad en
recién nacidos que en adultos (4). Sin
embargo, esta enzima ha sido caracteri-
zada en fibroblastos humanos en cultivo
donde no se encontro relacionada con la
concentracion de galactosa del medio de
incubacion (13).

En concordancia con lo anterior, Haw-
ton y Ford (22), Mulligan y Schwartz
(42), y Vink y Kroes (59) han demostra-
do una mayor elevacion de la glucosa
sanguinea y una eliminacion de la galac-
tosa mas rapida en nifios que en adultos
luego de la administracion de galactosa.
Si se tienen en cuenta los datos aqui pre-
sentados, los de Mulligan y Schwartz
(42) y de Hjelm y Sjolin (23) referentes
a la menor eliminacion de la galactosa en
los neonatos que en los ninos mayores,
concuerdan con los bajos niveles de
GAL-1-PUT encontrados por nosotros
en el grupo de neonatos, y no contradi-
cen los estudios citados.

Por otro lado, normalmente la capacidad
de E. coli para metabolizar la galactosa
es inducible, esto es, la incubacion en so-
luciones que contienen galactosa es se-
guida por la aparicion de niveles altos de
las enzimas de la via de la galactosa: ga-
lactokinasa, GAL-1-PUT y UDP-Galac-
tosa-4-epimerasa (11, 26, 62). Se ha he-
cho el mapeo genético de los genes de la

galactosa en E. coli. La secuencia de los
genes en el cromosoma bacteriano es: ki-
nasa, transferasa, epimerasa y operador
(1, 10, 41). Los genes K-T-E-O funcio-
nan como un operén con un gen regula-
dor que no estd en la region Gal, sino en
otra parte del cromosoma bacteriano. La
funcion del regulador parece estar in-
fluida por los niveles de AMPcy su pro-
teina receptora (19). En el protozoario
Tetrahymena (48) se ha mostrado un in-
cremento en la actividad de galactokina-
sa en presencia de AMPc.

Por consiguiente, parece estar bien esta-
blecido el hecho de la inducibilidad de
las enzimas de la via de la galactosa en
varias especies desde las bacterias hasta
los mamiferos, incluido al parecer el hu-
mano. Los datos que aqui se presentan
por primera vezen la literatura apoyan la
hipotesis previamente planteada de lain-
ducibilidad en el individuo joven de la
GAL-1-PUT, pudiéndose suponer la po-
sible presencia de un mecanismo de re-
gulacion genética. Evidentemente se re-
quieren estudios posteriores para confir-
mar esta hipotesis.

Adicionalmente, estos datos permiten
sugerir los valores de referencia para los
niveles de la enzima en individuos de di-
ferentes edades en nuestro medio, para
ser utilizados en la realizacion de futuros
estudios sobre el tema. (Grafica No. 7).
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SUMMARY

This study shows the values found for ac-
tivity of erythrocyte Galactose-1-phos-
phate uridyltransferase (GAL-1-PUT)
(E.C.2.7.7.12) in human subjects of va-

rious age groups, from newborns up to
adults. The results allow to propose the
reference values for the enzyme activity
in Colombian populations.

The age dependent variation of enzyme
activity support the hypothesis of enzy-
me inducibility in the human being alike
to the one observed in other species and
with other enzymes of the galactose me-
tabolic pathways.
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