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Deficiencia de 3-fosfoglicerato deshidrogenasa:
congénito de la biosintesis de serina.
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Resumen

Las concentraciones de serina
mostraban valores
especialmente bajos en el
liquido cefalorraquideo de los
dos hermanos con microcefalia
congeénita, retraso psicomotor
profundo, hipertonia, epilepsia,
retraso en el crecimiento e
hipogonadismo. Ademas, el
hermano mas pequefio tenia
cataratas congénitas bilaterales.
La resonancia magnética del
cerebro mostr6 signos de
desmielinizacion. También las
concentraciones de serina en
plasma, y de glicina en plasma
y en liquido cefalorraquideo
estaban disminuidas, aungue en
menor medida. El tratamiento
con serina por via oral aumento
considerablemente las
concentraciones de serina en el
liguido  cefalorraquideo, vy
elimind las convulsiones. Los
fibroblastos de ambos pacientes
presentaban un descenso de la
actividad del 3-fosfoglicerato
deshidrogenasa, el primer paso
para la biosintesis de serina
(22% y 13 % del valor medio
del grupo de control). Este
trastorno es poco frecuente, ya
que la gran mayoria de las
aminoacidopatias se producen
por un error del catabolismo.
Este error congénito del
metabolismo del que no se
conoce ningun caso previo
puede ser  potencialmente

tratable a pesar de su gravedad.
(Archive of Disease in Ghildhood 1996;
74:542-545)

Palabras clave: liquido cefalorraquideo,
3-fofoglicerato deshidrogenasa, serina.

La serina es un aminoacido clave,
ya que no solo contribuye de
forma esencial en la sintesis de
proteinas sino que también es
precursora de la sintesis de

numerosos compuestos, como
la glicina, la cisteina, la
fosfatidilserina, la esfingomielina
y los cerebrosidos. Ademas, se
considera la mayor fuente de
metilentetrahidrofolato y de otros
donantes de unidades de un solo
carbono necesarios para la
sintesis de purina y timidina.'? La
serina es un aminoécido no
esencial que se sintetiza de novo a
partir del 3-fosfoglicerato, un
intermediario glucolitico. En la
Figura 1 podemos observar como
este intermediario se transforma
en serina mediante la actuacion
sucesiva del  3-fosfoglicerato
deshidrogenasa (EC 1.1.1.95), de
la 3-fosfoserina aminotransferasa
(EC 2.6.1.52) y de la fosfoserina
fosfatasa (EC 3.1.3.3).% Esta via
ocurre en numerosos tejidos,
entre los que se incluyen el
cerebro, el rifién, los testiculos y
el higado; y se encuentra activa
en las células en crecimiento.”’
La serina también se puede
sintetizar a partir de glicina
mediante una reaccion reversible
catalizada por la  serina
hidroximetil transferasa.

Durante un anélisis sistematico de
aminoacidos en plasma y en el
liquido cefalorraquideo en nifios
con retraso psicomotor,
observamos que las
concentraciones de serina 'y
glicina habian disminuido en los
dos hermanos. Una investigacion
posterior revel6 un error en la
sintesis de serina debido a una
deficiencia de 3-fosfoglicerato
deshidrogenasa.

Estudio de casos

Los pacientes, dos hermanos,
provenian de una familia turca.
Los padres eran  primos
hermanos sanos, con estatura y
perimetro cefalico normales.
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El primer hijo estaba sano y mostraba
concentraciones normales de
aminoacidos en plasma. El tercer hijo
(caso 1) nacié tras un embarazo a
término normal con un peso de 2130 g
(siendo el percentil tres 2600 g), una talla
de 43 cm (percentil tres 47 cm) y un
perimetro cefélico de 29 cm (percentil
tres 33 cm). Se ingres6 al paciente por
cataratas  congénitas  bilaterales vy
dificultades en la alimentacion a los 3
meses y medio. El peso era 3700¢g
(siendo el percentil tres 5100 g), la talla
de 50,5cm (percentil tres 58 cm) y el
perimetro cefélico de 34,2 cm (percentil
tres 39 cm). Tenia retraso mental grave,
hipertonia e hiperexcitacion. Ademas,
tenia los pulgares en aduccion y pie
calcaneo vago aunque los reflejos
tendinosos eran normales. Y tenia
testiculos pequefios. Cuando tenia un afio
desarroll6 epilepsia. La investigacién en
el laboratorio no pudo demostrar la
existencia de una infeccion intrauterina.
El anélisis cromosomico era normal. Los
analisis de aminoacidos en plasma
mediante cromatografia de intercambio
ibnico y deteccién por fluorescencia
mostraron bajas concentraciones de
serina en ayunas (29 y 55 umol/l
respectivamente, siendo el rango normal
para la misma edad entre 70 vy
187 umol/1) y de glicina en ayunas (77 y
97 umol/1 respectivamente, siendo el
rango normal entre 80 y 341 umol/1). En
el liquido cefalorraquideo, los niveles
proteicos eran normales, los de serina se
habian reducido drasticamente (6 umol/I,
siendo el rango normal entre 38 y
80 umol/l) y los de glicina también se
habian reducido, pero en menor medida
(2,8 umol/1, siendo el rango normal entre
3,6 y 9,0 umol/1). Los &cidos orgénicos
en orina presentaban concentraciones
normales. El tratamiento por via oral con
serina aumentd considerablemente las
concentraciones de serina en el liquido
cefalorraquideo siendo dosis
dependiente: La serina en el liquido
cefalorraquideo alcanzé los 15 pumol/I
tras una semana  administrando
100 mg/kg/dia en tres dosis. Ademas,
alcanz6 los 20 umol/1 tras una semana
administrando 200 mg/kg/dia. Las
convulsiones remitieron una Semana

después de comenzar con la segunda
dosis. No se pudieron realizar estudios
adicionales debido a la falta de
colaboracion de los padres. El
electroencefalograma mostré actividad
epiléptica, y la resonancia magnética
mostré tanto hipotrofia cortical y
subcortical como signos de
desmielinizacion.

El segundo hijo (caso 2) mostré un
cuadro clinico similar al de su hermano,
pero no presentaba cataratas. El peso al
nacer fue de 3040 g. Desarrollé epilepsia
a los dos meses. A los 7 afios, el peso era
13 kg (siendo el percentil tres 18 kg), la
talla 104 cm (percentil tres 110 cm) vy el
perimetro cefalico 42,2 cm (percentil tres
49 cm). El desarrollo psicomotor era casi
inexistente. Tenia plagiocefalia occipital,
las orejas grandes, pulgares en aduccion,
tetraparesia espastica e hipogonadismo.
Las concentraciones de serina en plasma
eran normales dos horas después de la
ingesta de alimentos (113 pumol/l, siendo
el rango normal entre 70 y 187 umol/l).
Sin embargo, las concentraciones de
serina en el liquido cefalorraquideo
disminuyeron (8 umol/l, siendo el rango
normal entre 20 y 40 umol/l) y los
niveles de glicina eran normal-bajos (3
umol/l, siendo el rango normal entre 3 'y
7 umol/l). ElI examen oftalmoldgico era
normal. El electroencefalograma mostro
actividad epiléptica, y la resonancia
magnética del cerebro mostré tanto
hipotrofia cortical y subcortical como
desmielinizacion.

3-P-glicerato ﬁ P—hidroxupiruvatoYT: P-serina Yﬁb Serina

NAD*  NADH Glutamato a-ceto- HO
glutamato

Figura 1 Via de sintesis de novo de serina.

I:  3-Fosfoglicerato  deshidrogenasa; In:  3-
fosfohidroxipiruvato transaminasa y Ill: 3-Fosfoserina
fosfatasa (Pi = Fosfato inorganico)

Métodos

REACTIVOS

3-Fosfoserina, 3-fosfoglicerato, 3-
fosfohidroxipiruvato, o-cetoglutarato y 3-
fosfoglicerato deshidrogenasa

provenientes del higado de pollo eran de
Sigma; [**C]-serina de  Amersham
International; quimicos de Merck; vy
reactivo para el cultivo de tejidos de Gibco
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BRL.

CULTIVO CELULAR

Los fibroblastos (pasos 3-11) se cultivaron
en el medio de Eagle modificado por
Dulbecco con un 10% de suero fetal
bovinob 1mM de piruvato sddico,
GlutaMax 1, 100 U/ml de penicilina y
100 pg/ml de estreptomicina. Las células
adheridas se liberaron tras el lavado con un
tampon de fosfato salino sin magnesio y
calcio (Mg*/Ca®*) por exposicion breve
(3-5min) al mismo medio que contiene
0,02 % de tripsina. Las células liberadas se
diluyeron en el medio de cultivo, se
sedimentaron mediante centrifugado (1000
X g, 10 min) y se lavaron dos veces en un
tampén de fosfato salino sin Mg?/Ca?".
Los sedimentos celulares o bien se
alteraron inmediatamente por anélisis
enzimaticos o bien se guardaron a -80 °C
durante mas de tres meses sin que se
produjese una pérdida de la actividad. Para
preparar la extraccion celular, los
sedimentos (10 células) se volvieron a
suspender en 250 ul de un medio que
contenia HEPES pH 7,1, 1mM de
ditiotreitol (DTT), 50 mM de cloruro de
sodio (NaCl) y 10 pg/ml tanto de
leupeptina como de antipaina. Las células
se alteraron mediante tres ciclos
congelacion-descongelacion, y se tomo
una muestra para la determinacion de
proteinas.

PURIFICACION PARCIAL DE
3-FOSFOSERINA FOSFATASA

Los higados de tres ratas nutridas se
homogenizaron en 3 volumenes de un
tampon que contenia 25mM de 2-[N-
morfolino] é&cido etanosulfénico (MES)
pH 6,5, 10 mM de cloruro de magnesio
(MgCl,), 1 mM de DTT, 100 mM de NaCl
y 10 wml tanto de leupeptina como de
antipaina. EI homogeneizado se calent6
durante 5min a 65°C y se transfirio a
hielo. A continuacion, se afiadieron 0,1 g
de polietilenglicol 6000 por cada ml de
extracto calentado, y el preparado
resultante se centrifugd durante 10 min a
15000 x g. Mas adelante, se afiadieron
15 g de un tampdn de pH 8,5 que contiene
10 mM de MgCl,, 1 mM de DTT y 20 mM
de NaCL. Luego, esto se afiadié a 40 cm3
de columna de flujo rapido DEAE-
Sepharose. Las proteinas retenidas se
eluyeron con un gradiente de NaCl de 20-
500 mM preparado en 200 ml del mismo

tampdn. La 3-fosfoserina fosfatasa alcanzd
Su maximo en una concentracion de sodio
de 100 mM. Su actividad especifica
asciende a 40 mU/mg de proteina, que
corresponde a 80 % de pureza con un
rendimiento del 30 %.

PREPARACION DE [*C]

3-FOSFOSERINA

La [*“C] 3-fosfoserina se sintetizo
mediante la reaccion de intercambio
catalizada por 3-fosfoserina fosfatasa. La
mezcla de la reaccion (3 ml) contenia
500 uM de 3-fosfoserina, 80 uM de serina,
12,5 uM de [**C] serina, 10 mM de MgCl,,
4 M de urea para favorecer la reaccion de
intercambio y 12mU de 3-fosfoserina
fosfatasa. Tras una hora de incubacion, la
reaccion se interrumpid al afiadir 100 pl de
una concentracion de 10 % de 4cido
perclérico (HCIO,). La mezcla de la
reaccion se neutralizd con 3M de
carbonato potasico y se centrifugd. El
sobrenadante se diluyé en 20 ml de agua
afiadida a 40 cm® de una columna de flujo
rapido DEAE-Sepharose. Un gradiente de
NaCl (0-500 mM en 150 ml de 25 mM de
HEPES pH 7,1) se afiadié para eludir la
[*“C] 3-fosfoserina.

ANALISIS ENZIMATICOS

EL 3-fosfoglicerato deshidrogenasa se
analizd por espectofotometria en una
mezcla que contenia 25 mM de HEPES
pH 7,1; 400 mM de cloruro de potasio
(KCI), 0,15 mM de NADH,

0,1 mM de 3-fosfohidroxipiruvato vy
10 pg/ml de lactato deshidrogenasa. Se
decidi6 afiadir una concentracion tan
elevada de KCI debido a que la sal
estimula  la  reduccion  del  3-
fosfohidroxipiruvato en esta enzima.’ El
lactato deshidrogenasa se afiadié antes
del extracto celular. Con esto se
consiguié eliminar el hidroxipiruvato
contaminante del sustrato al
convertirlo en glicerato.”

La 3-fosfoserina aminotransferasa se
midi6 mediante la formacion de [**C] 3-
fosfohidroxipiruvato a partir de [*C]3-
fosfoserina. La mezcla de la reaccion
(0,1 ml) contenia 1 mM de 3-fosfoserina,
12.500 cpm/ml de [*C] 3-fosfoserina,
10 mM de a-cetoglutarato, 50 mM TRIS
HCIl pH 8 y 2,5 mM de NADH.

Ademas, contenia 15mU de 3-
fosfoglicerato deshidrogenasa de pollo
para iniciar la reaccion hacia la



Tablal Actividades enziméaticas de la via de la biosintesis de
serina en los fibroblastos en mU/mg de proteinas. Los valores son
medios (SD). NUumero de controles o nimero de experimentos
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formacion de 3-fosfoglicerato. La
reaccion se detuvo al afiadir un volumen
del 10% de HCIO, y la mezcla se
centrifugd durante 5 minutos a 2000 x g.
El sobrenadante resultante se transfirié a
500 ul con agua y se afadi6 a una
columna Dowex AG 1-X8 (1 cm?®, forma
de CI). La columna se lavé con 5 ml de
25mM de NaCl, 5ml de 150 mM de
NaCl y 4ml de 300 mM de NaCl en
10 mM de HEPES pH 7,1 para eludir
sucesivamente serina, 3-fosfoserina y 3-
fosfohidroxipiruvato. Las fracciones se
mezclaron con OptiPhase 2 y se
examinaron en busca de radioactividad.

para pacientes se encuentran entre corchetes.

3-Fosfoglicerato 3-Fosfoserina 3-Fosfaserina

deshidragenasa. aminotrangferase fasfatasa,
Pacientes 29.5 (2:6) [15] 2,0 (0.3) [9] 1.7 (02) [14]
de control
Casp 1 6.6 (0.5) [8] 26 (0.7) 3] 2.0 (0.2) [10]
Cas 2 3.7 (0.6) [9] 2,0 (0.3) [4] 13 (0.1) [8]

La 3-fosfoserina fosfatasa se midid
mediante la liberacion de [**C]-serina
proveniente de [*C] 3-fosfoserina. La
mezcla de la reaccion contenia 25 mM de
tampén MES pH 6,5, 1mM de DTT,
0,1 mM de serina y 12.500 cpm de 3-
fosfoserina radioactiva en un volumen de
0,1 ml. La mezcla de la reaccion se incub6
durante 30 min a 30° C y las muestras se
trataron de la forma que se explica
previamente, con el Gnico cambio de que
la elusidn se realizd con 3 ml de 25 mM de
NaCl y 3 ml de 200mM de NaCl.

Una unidad de enzima es la cantidad de
enzima que cataliza 1 pmol/min bajo las
condiciones especificas del analisis.

Resultados

Tal y como se muestra en la Tabla 1, la
actividad del 3-fosfoglicerato
deshidrogenasa se redujo
considerablemente en los fibroblastos de
ambos pacientes (22 % y 13 % del valor de
la media respectivamente) mientras que las
otras actividades enzimaticas de la via de
serina mostraban concentraciones
normales. La Figura 2 ilustra el efecto de
las concentraciones de 3-
fosfohidroxipiruvato en la actividad
enzimatica tanto en el caso 1 como en el
control. La enzima se inhibio

notablemente mediante el aumento de las
concentraciones de 3-fosfohidroxipiruvato.
El KCI liberé la inhibicion y sustituyé la
concentracién optima de sustrato de 10 uM
en 100 mM de KCI por 100 mM de 50 uM
en 400 mM de KCI. Este efecto salino es
anadlogo al descrito para el D-glicerato
deshidrogenasa, cuya inhibicién por
hidroxipiruvato se libera por sal.** El
comportamiento cinético de la enzima del
paciente es similar al control, a excepcién
de que el Vimax  S€ redujo
considerablemente. La actividad del 3-
fosfoglicerato deshidrogenasa se midid
también en la direccion fisioldgica
mediante la reduccion de NAD® en
presencia de 3-fosfoglicerato, tal y como
describieron  Willis y Sallach.® La
actividad en los fibroblastos de los dos
controles fue de 0,3 y 0,5mU/mg de
proteinas e imposible de detectar (<
0,1 mU/mg de proteinas) en los dos
pacientes.

Discusion

Los dos hermanos expuestos en este
estudio han reducido los niveles de serina
y glicina en el liquido cefalorraquideo y en
cierta medida en sangre, que se asocia con
un sindrome neurolégico grave similar. Si
las cataratas presentes en uno de los
pacientes son parte de la enfermedad se
desconoce hasta que se detecten mas
pacientes con el mismo sindrome. Como
se menciond en la introduccion, la serina
puede ser sintetizada mediante
intermediarios  glucoliticos y puede
convertirse en glicina mediante una
reaccion que genera
metilentetrahidrofolato (N5Np).
Reciprocamente, la serina se puede formar
a partir de dos moléculas de glicina
mediante la intervencion de serina
hidroximetiltransferasas y del sistema de
degradacion de la glicina. Un descenso
tanto en las concentraciones de serina
como de glicina en el liquido
cefalorraquideo de ambos pacientes
indicaba un defecto en la sintesis de novo
de serina. Esto se confirmé al encontrar en
los fibroblastos de los dos pacientes un
notable descenso de la actividad del
fosfoglicerato deshidrogenasa, el primer
paso de esta via (ver figura 1).

Por lo tanto, esta enfermedad debe
clasificarse en el pequefio grupo de
aminoacidopatias «anabolicas» debido a
gue la gran mayoria de trastornos
relacionados con los aminoacidos se deben
a errores del catabolismo.'? Otros errores
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de sintesis son los trastornos del ciclo de la
urea relacionados con la arginasa, la
homocisteinemia y la fenilcetonuria, ya
que causan una deficiencia en la sintesis de
arginasa, cisteina y tirosina
respectivamente. La patogenia de estas
enfermedades estd determinada en su
mayoria por la acumulacion de sustratos
(los intermediarios en el ciclo de amoniaco
y urea: homocisteina y fenilalanina
respectivamente). En el trastorno actual, es
poco frecuente que el 3-fosfoglicerato
deshidrogenasa de lugar a una
acumulacion significativa  de 3-
fosfoglicerato debido a que este metabolito
puede utilizarse de inmediato en la
glucdlisis. Por ello, la deficiencia de serina
cerebral parece ser el factor mas
determinante de la enfermedad. La serina
tiene un papel fundamental en numerosas
y diferentes reacciones biosintéticas,
especialmente en la sintesis de importantes
constituyentes  cerebrales como las
proteinas, la glicina, la cisteina, los
fosfolipidos de serina, la esfingomielina y
los cerebrosidos. ElI hecho de que el
tratamiento con serina cause algunas
mejoras en la sintomatologia indica que la
deficiencia de serina es, como minimo,
parcialmente responsable del cuadro
clinico en estos pacientes.

Se pueden facilitar diferentes
explicaciones debido a que aln hay una
actividad residual del 3-fosfoglicerato
deshidrogenasa del 20 % con propiedades
cinéticas aparentemente normales. La
primera posibilidad es que la mutacion
presente en los pacientes produce una
reduccion de la expresion de una proteina
intacta, ya sea por una disminucion en la
transcripcion o por un aumento de la
inestabilidad del ARN mensajero. La
segunda posibilidad es que dé lugar a la
formacion de una proteina con una
estabilidad reducida, un V. reducido o
incluso con una enzima completamente
inactiva. En este ultimo caso, la actividad
residual podria explicarse

Actividad (nmol/min/mg proteina)

- //
400 mM KCI
Paciente ‘\
. 1
4 :'_'
o 50 100 150 200 50

Concentraciones de 3-P-hidroxipiruvato (ph)

Figura 2. Efectos de las concentraciones de 3-
hidroxipiruvato y KCI (simbolos blanco: 100 mM;
simbolos negros: 400 mM) en la actividad de
fosfoglicerato deshidrogenasa en extractos de
fibroblastos de control (circulos) y de pacientes
(cuadrados, caso 1).

por la presencia de una isoenzima
diferente. Por ello, podria ser interesante
determinar la distribucion de formas
isoenzimaticas en los diferentes tejidos
para averiguar cudles podrian verse mas
afectados por la mutacion. Si la falta de
la enzima es la Gnica que se expresa en el
cerebro, entonces este drgano dependera
en gran medida del suministro de serina
de la sangre. Se ha declarado que el
cerebro depende de su propia biosintesis
de L-serina porque existe un transporte
limitado de L-serina a través de la
barrera hematoencefalica debido a la
competicién con varios aminoacidos al
nivel de transportador de aminodacidos
neutros. ***°

Este informe es el primero con respecto a
un defecto enziméatico en la via de la
biosintesis de serina. La razon por la que
esta deficiencia no se ha estudiado
previamente puede deberse a que los
andlisis de aminoacidos en plasma siguen
realizandose por cromatografia en capa
fina, lo que no permite detectar
reducciones moderadas. Por otro lado, el
analisis cuantitativo de aminoacidos debe
realizarse en ayunas —se encontraron las
concentraciones de serina normales dos
horas después de una alimentacion
proteica normal. Asimismo, el analisis de
aminoacidos en orina no es nada fiable
en la deteccion de esta enfermedad, ya
que las concentraciones de serina en
orina suelen ser muy bajas. Por Gltimo,
es probable que la contribucion de serina
alimentaria sea menos importante en el
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liquido cefalorraquideo que en las
concentraciones de serina en suero. Por
ello, este estudio es una peticion para
conseguir un analisis mas sistematico de

aminoécidos en el
cefalorraguideo  en

liquido
pacientes  con

sintomas neurolégicos que no tienen
explicacion, especialmente en aquellos

con encefalopatia aguda.'®
investigacion es  una
importante en el

17" Esta
herramienta
diagndstico  de

trastornos neurometabélicos™ y puede
que revele otros defectos en la biosintesis
de aminoécidos.

Nos gustaria darle las gracias a la Sra. G. Berghenouse
por su competente ayuda técnica. Este trabajo ha
tenido el apoyo del National Fund for Scientific
Research (grants 3.0115.94 y 3.4590.92), the Accions
de Recherce Concertées, y the Belgian Federal Service
for Scientific, Technical and Cultural Affairs. EVS es
director del Recherche del National Fund for
Scientific Research.
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