
Introducción
En 1957, Dent identificó los primeros casos de retraso men-

tal en hijos de madres con fenilcetonuria (PKU) no controlada
durante el embarazo(1). A partir de ese momento se suceden nue-
vas observaciones de distintos autores(2-6) y en el momento ac-
tual no hay dudas acerca de la relación existente entre las ci-
fras de fenilalanina (Phe) en la madre y la presencia de micro-
cefalia, retraso mental y cardiopatía en el recién nacido(5).

La importancia epidemiológica del problema ha provoca-
do diversas investigaciones(7-19), pero en el momento actual no
disponemos todavía de conocimientos suficientes acerca de la
fisiopatología de la hiperfenilalaninemia materna. En el sistema
nervioso central (SNC) de los hijos afectos se ha demostrado
disminución de la actividad nucleótido-3-fosfohidrolasa cálci-
ca; variación en los patrones de gangliósidos y sialoglicoprote-
ínas(20) y formación anómala de agregados polirribosómicos(11,18).
Todo ello sugiere una alteración global en la melinización, en la
síntesis proteica cerebral y en la producción de neurotransmi-
sores(11).

No obstante, pocos trabajos se han realizado acerca de las
terminaciones sinápticas en la hiperfenilalaninemia experimen-
tal a pesar de que Niham encontró una menor densidad de ter-
minales sinápticas en estos casos(21). Sí que existen, sin embar-
go, estudios más recientes que investigan otros aspectos con-
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Resumen. Objetivo: Estudiar las alteraciones cerebrales en ratas
hijas de madres hiperfenilalaninémicas, así como la posibilidad de
prevenirlas mediante la administración durante la gestación, de
suplementos dietéticos de valina, leucina e isoleucina.

Métodos: Estudio experimental en dos gestaciones consecutivas de
18 ratas Wistar. La primera gestación sirve como grupo control. En la
segunda se provoca una hiperfenilalaninemia experimental, mediante
inyección de fenilalanina y p-clorofenilalanina (inhibidor de fenilalanina-
hidroxilasa). En la mitad de las ratas madres de esta segunda gestación se
suplementa la dieta con aminoácidos de cadena ramificada. En las ratas
crías se practica estudio histológico cerebral (microscopía electrónica
convencional y estudio de sinaptosomas), y de conducta (laberinto de
agua en T), en el nacimiento y a los 35 y 65 días de vida.

Resultados y conclusiones: Las ratas hijas del grupo sometido a
hiperfenilalaninemia son microcéfalas (p = 0,0003), presentan menos
sinaptosomas, que son de superficie mayor (p = 0,0081 en recién
nacidas, p = 0,0028 a los 35 días de vida) y de aspecto más inmaduro
(menor contenido vesicular). Asimismo, se detectan alteraciones en la
mielinización. En el test de conducta (65 días de vida), las ratas hijas del
grupo de hiperfenilalaninemia, cometen significativamente más errores
(p = 0,0167), y necesitan más tiempo para su resolución (p = 0,059).
Ninguna de estas alteraciones se logra prevenir con la administración a
la madre de suplementos de aminoácidos de cadena ramificada. Con
ellos se consigue mejorar la paridad, pero se trata de crías afectas, por lo
que su administración parece contraproducente.
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EXPERIMENTAL STUDY OF THE EFFECTS OF MATERNAL
HYPERPHENYLALANINEMIA IN THE CENTRAL NERVOUS
SYSTEM AND ON THE BEHAVIOR OF OFFSPRING RATS

Abstract. Objective: This work attempts to study the cerebral
alterations in rat offspring of hyperphenylalaninemic mothers, as well as
the possibility of preventing them by means of administration of dietetic
supplements of valine, leucine and isoleucine during the pregnancy.

Patients and methods: An experimental study in two consecutive
pregnancies of 18 Wistar rats was carried out. The first pregnancy
serves as the control group. In the second pregnancy, an experimental
hyperphenylalaninemia was provoked by means of injection of
phenylalanine and chlorophenylalanine (phenylalanine-hydroxylase

inhibitor). In half of the mothers during the second pregnancy the diet
was supplemented with branched-chain amino acids. In the offspring
rats, a histological cerebral study was performed (conventional electron
microscopy and study of synaptosomes). A behavioral study (T-water
maze) was also performed at birth and on the 35th and 65th days of life.

Results: The offspring of the group submitted to
hyperphenylalaninemia were microcephalic (p = 0.0003) and had fewer
synaptosomes that had a larger surface area (p = 0.0081 in newborn rats,
p = 0.0028 on the 35th day of life) and of a more immature aspect (less
vesicular content). In addition, alteration in the myelinization were
detected. In the behavior test (65th day of life), the offspring of the
mothers with hyperphenylalaninemia make significantly more mistakes
(p = 0.0167) and they needed more time for their resolution (p = 0.059).
None of these alterations could be prevented by the administration of
supplements of branched-chain amino acids to the mother. These
supplements resulted in a higher fertility rate, but this action results in
affected young rats, so their administration seems to be counter-
productive.

Key words: Experimental maternal hyperphenylalaninemia; Rats;
Synaptosomes; Behavior; Prevention.



ductuales y del desarrollo del SNC(10,15), así como las posibili-
dades de prevenir las alteraciones en los recién nacidos, admi-
nistrando a la gestante hiperfenilalaninémica una dieta suple-
mentada con valina, leucina e isoleucina.

La sinaptogénesis es un proceso esencial para el normal de-
sarrollo del SNC. Con los objetivos de investigar las alteracio-
nes que morfológicamente pudieran detectarse en los sinapto-
somas cerebrales de las crías de ratas con PKU experimental,
y la posibilidad de prevenirlos con el empleo de suplementos
dietéticos durante el embarazo de aminoácidos de cadena rami-
ficada, se diseñó el siguiente estudio.

Material y métodos
Dieciocho ratas Wistar hembras con valores de aminoácidos

normales fueron sometidas a dos gestaciones consecutivas por
los mismos machos. El primer embarazo (las ratas madres tení-
an 2 meses de vida) sirvió como grupo control (CONTR), mien-
tras que durante toda la segunda gestación se reprodujo una hi-
perfenilalaninemia en las 18 ratas madres. En este segundo em-
barazo, 9 de las ratas gestantes fueron sometidas exclusivamente
a la hiperfenilalaninemia (grupo EXPER), mientras que en las
9 restantes se suplementó, además, la dieta con valina, isoleu-
cina y leucina (grupo VIL-EXPER).

Para reproducir la hiperfenilalaninemia en cifras similares a
las que se producen en la PKU humana (Phe > 1.200 nmol/mL),
se administraron inyecciones subcutáneas diarias de Phe y p-clo-
rofenilalanina (inhibidor de la enzima fenilalanina-hidroxilasa)
a las dosis recomendadas por Greengard (52 nmol/10 g de peso
y 9 nmol/10 g de peso, respectivamente)(22), y preparadas para in-
yección según describe Baba(23). Se comenzó a inyectar a las 18
madres el mismo día del segundo cruce y se finalizó el día del
parto. Durante los mismos plazos de tiempo 9 de las anteriores
ratas en este segundo embarazo recibieron, además, suplemen-
tos dietéticos (en el agua de bebida), de aminoácidos de cadena
ramificada en cantidades de un 1% de la dieta total para valina e
isoleucina y de un 1,33% para leucina(15). Durante el embarazo
se practicaron en todos los grupos, y mediante extracción de san-
gre de la vena del rabo del animal, dos determinaciones de ami-
noácidos mediante autoanalizador HPLC.

Tras el nacimiento, se pesó a cada una de las crías y un ter-
cio de cada camada fue sacrificado para valorar el peso de ce-
rebro y cerebelo (conjuntamente) y para estudio histopatológi-
co. A los 35 días de vida otro tercio de cada camada fue sacri-
ficado con los mismos fines tras obtener el peso corporal. A los
65 días de vida se sacrificaron el resto de los animales. El sa-
crificio de los animales, incluso recién nacidos, se realizó tras
anestesia con éter.

Para el estudio de los sinaptosomas se ha utilizado la técni-
ca de partición de fases según describe J.A. Enríquez(24), y que
permite utilizar muestras de cerebro de hasta un mínimo de 1
gramo. En las ratas de 0 días de vida se recogió el cerebro de
tres animales de la misma camada y se procesaron conjunta-
mente. El estudio morfológico se practicó sobre 5 fotos de cada
preparación a 10.000 aumentos cada una, valorándose todos los

sinaptosomas que aparecían completos. El área de los sinapto-
somas se calculó mediante el producto de su diámetro mayor por
el perpendicular a él.

De animales recién nacidos se procesaron 9 grupos (de tres
cerebros cada uno) escogidos aleatoriamente, pero pertenecien-
te cada grupo de tres a la misma camada (3 grupos de cerebros
eran de camadas del grupo CONTR, 3 del grupo EXPER y 3 del
VIL-EXPER). A los 35 y 65 días de vida el cerebro de cada ani-
mal (2 en el grupo CONTR, 2 en el grupo EXPER y 2 en el VIL-
EXPER, en cada edad) se procesó individualmente. Un mismo
número de muestras de cada grupo se procesó para microscopía
electrónica convencional (JEOL 100S).

Para valorar la microcefalia se calculó el porcentaje del pe-
so del cerebro y cerebelo (conjuntamente, denominado como pe-
so del encéfalo) sobre el peso corporal.

Se practicó test de conducta a todas las ratas crías supervi-
vientes a los 65 días de vida. Se utilizó el clásico laberinto en
T de madera (Fig. 1), pero relleno de agua como propone Polidora
para provocar la huida(25,26). Se rellena de agua hasta 25 cm de
altura, y se coloca una rampa de salida en el brazo corto izquierdo
de la T. El test se realizó a los 65 días de edad, y los dos días an-
teriores todos los animales se sometieron a un entrenamiento ca-
da día de lo que sería la prueba definitiva. Esta se practicó con
agua a 20°C. Se depositaba al animal en la base de la T, y se me-
día el tiempo (segundos) que tardaba en incorporarse a la ram-
pa de salida, así como el número de errores cometidos antes de
llegar a la salida (optar por el brazo erróneo, girar sobre sí mis-
mo, o intentar trepar la pared lisa en cualquier punto del labe-
rinto).

Para cada variable cuantitativa se calcularon las medidas de
tendencia central y de dispersión. Los test estadísticos aplicados
según cumplieran o no las condiciones de aplicación fueron
los siguientes: Chi cuadrado, t de Student, ANOVA, U de Mann-
Withney, T de Wilcoxon y coeficiente de correlación de
Spearman.
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Figura 1. Características y medidas del laberinto en T utilizado para rea-
lizar el test de conducta a las ratas hijas a los 65 días de vida.



Resultados
En las gestaciones, las cifras séricas de aminoácidos (me-

dia ± sd) en las ratas madres fueron las consignadas en la ta-
bla I. Las diferencias existentes en los valores de aminoácidos
de cadena ramificada entre ambos grupos experimentales fue-
ron estadísticamente significativas (U de Mann-Withney; p =
0,0152, p = 0,0118 y p = 0,038, respectivamente, para valina,
leucina e isoleucina), con valores mayores en el grupo VIL-EX-
PER.

En conjunto, el número de crías en el grupo CONTR fue
de 167, mientras que entre ambos grupos experimentales fue de
120 (57 en el EXPER y 63 en el VIL-EXPER). La paridad fue
significativamente menor (p = 0,0074, T de Wilcoxon) en el gru-
po EXPER respecto al CONTR. El número de mortinatos fue
significativamente mayor en el grupo EXPER (9 casos) que en
el CONTR (1 caso), (p = 0,0394, T de Wilcoxon). En el grupo
VIL-EXPER hubo igual número de mortinatos (3 casos) que en
sus controles. La diferencia de paridad entre los grupos CONTR
y VIL-EXPER no fue significativa (p = 0,1089, T de Wilcoxon).

El peso (m ± sd) de las crías recién nacidas fue significati-
vamente diferente al comparar los tres grupos entre sí: 5,42 ±
0,66 g en el CONTR, 4,54 ± 0,45 g en el EXPER y 4,98 ± 0,83
en el VIL-EXPER (p = 0,0001, ANOVA). Al comparar los gru-
pos experimentales entre sí, la diferencia se mostró significati-
va (p = 0,009, t-test).

En las ratas recién nacidas sacrificadas el peso del encéfalo
en términos absolutos es significativamente menor en el con-
junto de ambos grupos experimentales con respecto al control
(p = 0,0004, t-test), pero no sucede lo mismo si lo que compa-
ramos son los porcentajes del peso del encéfalo sobre el peso
corporal total, no observándose entonces diferencias. A los 35
días de vida dicho porcentaje sí que difiere de forma significa-
tiva, al comparar el conjunto de experimentales con el control
(1,44 ± 0,34% vs 1,89 ± 0,36%; p = 0,0003, t-test). A los 65
días de vida también se obtuvieron diferencias significativas al
hacer el cálculo separado por sexos (a esta edad, el peso cor-
poral en las ratas macho de la especie Wistar es significativa-

mente mayor) confirmándose la existencia de una menor pro-
porción del peso del encéfalo sobre el corporal en los animales
provenientes de madres de ambos grupos experimentales, al com-
pararlos con los controles (p = 0,0011 en machos y p = 0,0001
en hembras; U de Mann-Withney). Son datos, por tanto, que su-
gieren la existencia de microcefalia en las crías de ambos gru-
pos experimentales. Tanto en el nacimiento como a los 35 y 65
días de vida, dicho porcentaje fue algo mayor en el grupo VIL-
EXPER que en el EXPER, pero sin significación estadística de
la diferencia entre ellos.

Hay que hacer constar asimismo, que en las ratas recién na-
cidas de ambos grupos experimentales existe una correlación
prácticamente significativa (Z = -1,955, p = 0,0506; coeficien-
te de correlación de Spearman) entre las cifras de Phe materna
y el porcentaje peso encéfalo/peso corporal (en el sentido de que
a mayor cifra de Phe menor era dicho porcentaje).

El estudio de sinaptosomas en las ratas recién nacidas re-
veló un mayor número de estas estructuras por preparación en
el grupo CONTR, y además con un contenido más frecuente-
mente vesicular o mixto (se consideró mixto a aquel sinapto-
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Tabla I Valores medios de las cifras de Phe, 
tirosina, valina, isoleucina y leucina, 
obtenidos durante la gestación, en el 
conjunto de las ratas madres de cada uno 
de los tres grupos. (Los valores expresan 
medias ± desviación estándar, y las 
unidades corresponden a nmol/mL)

CONTR EXPER VIL-EXPER
(n = 18) (n = 9) (n = 9)

Fenilalanina 64 ± 16 1.338 ± 178 1.480 ± 213
Tirosina 71 ± 27 103 ± 29 123 ± 21
Valina 207 ± 44 167 ± 24 233 ± 88
Isoleucina 92 ± 26 84 ± 12 109 ± 27
Leucina 152 ± 42 117 ± 13 148 ± 33

Tabla II Principales resultados obtenidos en el 
estudio de sinaptosomas en ratas recién 
nacidas y de 35 días de vida en el grupo 
control, en comparación con el conjunto 
de ambos experimentales (entre 
paréntesis se ofrecen también los datos 
para cada grupo experimental por 
separado)

Ratas recién CONTR EXPER + VIL-EXPER
nacidas (EXPER; VIL-EXPER) p

Número de sinaptoso- 52 74 -
mas estudiados (42; 32)
% vesiculares y 52,9% 50,8% NS
mixtos (47,6%; 50%)
Superficie (nm2) 365 ± 240 518 ± 379 0,0081*
(m ± sd) (508 ± 360; 531 ± 409)**
Mitocondrias por 0,9 ± 0,8 1,6 ± 1,9 0,024*
sinaptosoma (m ± sd) (1,8 ± 2,5; 1,4 ± 1,0)**

Ratas de 35 CONTR EXPER + VIL-EXPER
días de vida (EXPER; VIL-EXPER) p

Número de sinaptoso- 48 47 -
mas estudiados (33; 14)
% vesiculares y 97,9% 91,5% NS
mixtos (87,9%; 100%)
Superficie (nm2) 149 ± 88 210 ± 117 0,0028*
(m ± sd) (218 ± 125; 181 ± 97)**
Mitocondrias por 0,8 ± 0,9 1 ± 1 NS*
sinaptosoma (m ± sd) (0,9 ± 1,0; 1,2 ± 0,8)**

*: U de Man-Withney; **: Diferencia no significativa entre EXPER y
VIL-EXPER, U de Mann-Withney; NS: No significativa, Chi cuadrado.



soma que aun siendo predominantemente granular, reticular o
vacuolar, contenía algunas vesículas), lo que puede conside-
rarse como signo de mayor madurez. Por el contrario, el área de
los sinaptosomas a esta edad fue significativamente mayor en
los de ambos grupos experimentales en conjunto y en compara-
ción con los de los controles (Tabla II). El número de mitocon-
drias por sinaptosoma fue también significativamente mayor en
ambos grupos experimentales con respecto al control. Entre am-
bos grupos experimentales no se apreciaron a esta edad dife-
rencias, ni entre el número de sinaptosomas, ni en cuanto a sus
áreas, ni en cuanto al número de mitocondrias por sinaptosoma.

Los estudios practicados a este nivel a los 35 (Fig. 2) y 65
días de vida dieron resultados similares, por lo que se exponen
solamente los obtenidos a los 35 días de vida (Tabla II). A esta
edad también se constata un mayor número de sinaptosomas por
preparación en el grupo CONTR. Mayoritariamente eran si-
naptosomas de contenido vesicular en los tres grupos, aunque
en el grupo CONTR parecía existir una densidad mayor de ve-
sículas por sinaptosoma. El área sinaptosomal media fue tam-
bién significativamente mayor al comparar el conjunto de los
experimentales con respecto al control, mientras que el número
de mitocondrias también es más elevado pero sin significación
estadística. No se constataron diferencias significativas entre
ambos grupos experimentales al comparar estos parámetros.

El número de complejos de unión sináptica observados fue
similar en ambos grupos y siempre más frecuentes a los 35 y 65
días de vida en todos los grupos.

Los hallazgos en la microscopía electrónica convencional
no revelan diferencias en los cerebros de ratas recién nacidas,
pero en las de 35 y 65 días (adultas) la mielinización es más
escasa, y la organización de sinapsis más anárquica en los cere-
bros de las ratas de ambos grupos experimentales.

Los resultados del test de laberinto de agua en T quedan
resumidos en la tabla III. Las ratas hijas de ambos grupos ex-
perimentales cometen significativamente más errores y necesi-
tan mayor tiempo que las del CONTR para salir del laberinto.

Comentarios
Hemos pretendido conocer el efecto que la hiperfenilalani-

nemia materna tiene sobre los terminales nerviosos en el cere-
bro de las ratas hijas de madres con PKU experimental, así co-
mo sus implicaciones en el comportamiento, estimulados por el
escaso número de investigaciones que existen al respecto(21,27).

Pese a las reservas de algunos autores(28-30) con respecto a la
observación de sinaptosomas en ratas recién nacidas, nosotros
creemos que lo observado tras aplicar nuestra técnica de parti-
ción de fases(24) son estructuras de forma y contenido concor-
dante con el concepto de sinaptosoma, incluso a los 0 días de vi-
da.

Aunque la interpretación de los resultados del estudio pa-
tológico es difícil, ya que trabajamos con una unidad (el sinap-
tosoma), neuroquímica más que morfológica(31), podemos plan-
tear ciertas hipótesis. Así, la presencia en ratas recién nacidas
expuestas a hiperfenilalaninemia materna durante el embara-

zo, de una menor densidad de estructuras sinaptosomales, con
un tamaño significativamente mayor, con ciertos signos indi-
rectos de mayor actividad celular (mayor número de mitocon-
drias), y con un contenido menor en vesículas, son datos que ha-
cen suponer que en los cerebros de las ratas crías de ambos gru-
pos experimentales se ha producido un fenómeno disruptivo
en el proceso de maduración y desarrollo, considerando que el
sinaptosoma al madurar se hace de tamaño más reducido, de con-
tenido claramente vesicular y con menor número de mitocon-
drias(28).

Para comprobar si los hallazgos detectados en las ratas re-
cién nacidas eran reversibles o no (pues podía deberse a un
retraso en el crecimiento intraútero), se practicó el mismo aná-
lisis morfológico a los 35 y 65 días de vida. El dato más lla-
mativo es que a los 35 días de vida (rata ya adulta) el área de
los sinaptosomas continúa siendo significativamente mayor en
ambos grupos experimentales respecto al control, mientras que
la proporción de sinaptosomas de contenido vesicular es mayor
en este último. El número de mitocondrias no difiere de forma
estadísticamente significativa, pero es algo mayor en los gru-
pos experimentales.

Estas observaciones no difieren entre ambos grupos experi-
mentales, por lo que parece que los suplementos de valina, iso-
leucina y leucina no tienen efecto beneficioso.

Nuestros resultados serían concordantes con los de Niham(21),
que demuestra una disminución de los terminales sinápticos a
expensas de los más pequeños, en ratas expuestas en su caso a
hiperfenilalaninemia posnatal. También como Okano(11), en-
contramos alteraciones en la mielinización en el sistema ner-
vioso central de las ratas hijas de madres sometidas a hiperfe-
nilalaninemia experimental, en la observación con microsco-
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Figura 2. Micrografía (10.000 aumentos), tomada tras aplicar la técnica
de partición de fases a cerebros de ratas del grupo control de 35 días de vi-
da. Las flechas oscuras señalan los sinaptosomas. Las flechas abiertas lo-
calizan dos engrosamientos sinápticos.



pía electrónica a los 35 y 65 días de edad.
Asumimos la posible toxicidad del inhibidor empleado (p-clo-

rofenilalanina), pero las dosis utilizadas, propuestas por
Greengard(22), podrían tener un efecto de retraso ponderal que se-
ría reversible tras el nacimiento, mientras que la microcefalia y
los hallazgos histológicos en los animales de los grupos experi-
mentales de nuestro estudio, permanecen a los 35 y 65 días de vi-
da.

En relación con la microcefalia, pensamos que el porcenta-
je peso encéfalo/peso total corporal utilizado es demostrativo en
la rata adulta, pero poco fiable en la recién nacida (en la que
no obtuvimos diferencias significativas), ya que el menor peso
corporal en ambos grupos experimentales a esta edad, presupo-
ne una mayor desproporción a favor del encéfalo (dato incues-
tionable desde el punto de vista del desarrollo embriológico).

El estudio de conducta practicado apoya los hallazgos his-
tológicos, ya que las ratas hijas de ambos grupos experimenta-
les a los 65 días de vida son significativamente menos hábiles
en el desarrollo del test que las del grupo control.

Importante parece también la conclusión de que el uso de
suplementos de valina, leucina e isoleucina no ha mostrado te-
ner efectos beneficiosos sobre el desarrollo de los terminales si-
nápticos ni sobre el comportamiento en el test de conducta.
Además, la microcefalia está también presente a los 35 y 65
días de vida en las ratas hijas del grupo de madres que los reci-
bieron. Su uso parece mejorar la paridad y disminuir el núme-
ro de mortinatos, pero se trata de ratas hijas afectas, por lo que
su utilización en estas situaciones podría ser, incluso, contra-
producente, ya que mejorarían el número de crías, por camada,
pero se trata de crías enfermas.

La incidencia de las hiperfenilalaninemias en nuestro medio

sigue estable(32), por lo que debemos seguir estudiando estos te-
mas. Nuevas investigaciones deben de ser emprendidas con el
fin de profundizar en los hallazgos observados a nivel de ter-
minales sinápticos, tanto en hiperfenilalaninemia materna como
en PKU. Las alteraciones bioquímicas y morfológicas detecta-
das a este nivel pueden sugerir nuevos mecanismos lesionales
que ayuden a comprender la fisiopatología de la deficiencia men-
tal en éstas y otras entidades.
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