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RESUMEN:

A 22 nifios con desnutricién energélico proteinica grave (DEP) (5 con
kwashiorkor, 10 con marasmo, 7 "sugar babies") y a 14 controles bien
nutridos les estudiamos la concentracion plasmética de biotina y la actividad
de las carboxilasas de piruvato (PC) y de propionil Caenzima A (PCC) en
linfocitos, asi como el efecto sobre ellas de un suplemento de biotina (10
mg/dia) o de un placebo, utilizando un disefio experimsntal tipo “doble
ciego". Encontramos diferencias significativas entre los desnutridos y los
confroles para la PCC, pero la actividad de esta enzima no fué diferente
entre las tres variedades clinicas de desnutricion. Seis de los pacientes
presentaron las actividades de ambas carboxilasas (PC y PCC) por abajo del
limite inferior de los controles normales. No se encontrd correlacién entre las
concentraciones de biotina y las actividades de las carboxilasas en
pacientes individuales. La actividad especifica de las dos carboxilasas
aumenté mas de 4 veces en los pacientes que recibieron el suplemento de la
vitamina que en los que recibieron el placebo, pero esta diferencia se
observé Unicamente en aquellos con actividades enzimaticas subnormales al
inicio de la administracion del tratamiento. En contraste, no observamos una
respuesta consistente de las carboxilasas relacionada con las
concentraciones iniciales de biotina en el plasma. Estos resultados indican
que dichas deficiencias enzimaticas son la consecuencia de una carencia
nutricia de biotina; que las carboxilasas linfocitarias y especialmente la PCC
son mejores indicadores del estado de la biotina en pacientes individuales
que las concentraciones de la vitamina en plasma; y que en algunos
pacientes desnutridos esta deficiencia vitaminica puede ser un paso
metabolico limitante para su homeostasis nutricional.



Biotin supplementation affects lymphocyte carboxylases
.and plasma biotin in severe protein-energy malnutrition'

Antonio Veldaquet, Margarita Terdn, Armida Bdez, Judith Gutiérrez, and Rocio Rodriguez

ABSTRACT  We studied the effect of a supplement of
biotin (10 mg/d) or a placebo under double blind cmdnlom on
pluma bioun and lymp CoA

and p rboxylase (PC) i 22 chil-
dren with severe wmeln-cnemy malnutrition (PEM) (S with
kwashiorkor, 10 with marasmus, and 7 “sugar babies™), There

whether biotin deficiency is rate-limiting in the nutitonal
homeostasis of some of them. In this case, biotin supplemen-
tation could be useful; viumin supplements are not usually part
of infant malnutrition treatment.

Biotin is the cofactor of carboxylases and as such has an

were significant differences between the and
control subjects only for PCC, although not among the three
PEM types. Six of the patients had both PC and PCC activities
below the lowest of the normal conlml subjects; there was no

important role in glucmeogenexu and Krebs cycle anaplerosis
PC), branched-chain amino lcld and

odd-chain fatty scid cataboli CoA

PCC), leucine catabolism (3~methyl crolonyl CoA cuboxylue.

MCC), and fatty acid synthesis and elongation (acetyl CoA

ylase, ACC) (5).
Our group has presented preliminary evidence for biotin

correlation between biotin ad ac-
tivities in individua! patients. In 0 blom
ution, the & hange in lymph fuits defiol
was (kucl:d in patients who had. lbnomully decreased initial
but the was not related ©

initla) phsma blotin concentration. These results indicate that

in some patients with PEM (6), consisting of sub-
normal plasma biotin concentrations and lymphocyte carbox-
ylase activities. In this paper these observations have beea
exiended to three clinical varieties of PEM, and the effect of a

these enzyme deficiencies are the tesull of a i
biotin that carb and all
PCC are berter Indicators of the biotin status in individual
patlents than is the plasma biotin concentration, and that in
some mlmuﬂshed pauents bloun derlcxency may be
te-limiti Am J Clin

Nutr 1995; v w

KEY WORDS  Propiony! CoA cnboxylase. pyruvate car-

of biotin on lymph and PC in children
with severe PEM has been studied wbeuadeﬂmlhuhll-
dren's biotin status and some of jts metabolic and clinical
implications, On the basis of our previous results, it appears
that only some malnourished children are biotin deficlent;
hence, this analysis is largely based on data from individual
patients.

and

boxylase, biotin, prmein -energy

sugar baby, lymphocy

Introduction

Protein-cnergy ition (PEM) i3 a dis.

ordes, both clinically and biochemically (1), Vitamin deficien-

cies are very frequent in PEM but their role in its metabolic
disturbances and clinical course is not as well known 83 are the
deficiencies of peotein and energy (2). One of the least-studied
vitamins s biotin, despite its prominent role in intermediary
mewbolism, pechaps because its isolated deficiency is very rare
(3). The clinical manifestations of this denckxy include peri-
orificial ery alopecis, hypoto-
nia, irritability, lemngy. immune deficiency, and failure to
thrive (4). Similar manifestations may also be observed in
PEM, although they are deemed unspecific since they may be
caused by other nutrient deficiencics. Since PEM is a mulli-
factorial dxsord:r. l.here may be different rate-limiting steps for
ion in different paticnts. Therefore, it is
important both for theoretical and for practical reasons 10 know

Patients

Twenty-two patients with third-degree malnutrition admitted
at Mexico's National Institute of Pediatrics were studied: S
with classical kwashiorkor and 10 with marasmus, in terms of
the Wellcome classification (7); the other 7 patients were
classified as “sugas babics.” This term was coined by Platt (8)
to describe malnourished infants with a body weight 60-30%
normal for age, edema, and some subcutaneous adipose tissue,
but with only minimal changes in the skin and hair that he
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REATS

INTRODUCCION

La desnutricibn energético-proteinica (DEP) es un trastorno
heterogéneo, tanto clinica como bioquimicamente [1]. Las deficiencias
vitaminicas son muy frecuentes en la DEP, pero su efecto en los trastornos
metabdlicos y en el curso clinico de los desnutridos no ha sido tan bien
dilucidado como el de la carencia de energia y proteinas [2]). De entre las
distintas vitaminas, la menos conocida es la biotina, a pesar de su
participacion destacada en el metabolismo intermediario, probablemente
porque su deficiencia aislada es muy rara en humanos [3]. A continuacién se
sefialardn los antecedentes respecto a algunos aspectos basicos de la
desnutricién energético proteinica grave (DEP), y posteriormente de la
vitamina biotina, a partir de lo cual se plantea la justificacién para el estudio
de los efectos de la suplementacidn con biotina en pacientes desnutridos de

tercer grado.



DESNUTRICION
Definicién y clasificacién

La desnutricidn energético-proteinica (DEP) es un problema de salud
publica importante. En la encuesta nacional sobre el estado de nutricién en '
el medio rural se detect6 que al menos 40% de la poblacién menor de 5
afios tiene algun grado de desnutricién y se ha reportado que de! 2 al 5% de

ellos presenta desnutricién de tercer grado [4].

Segln la definicion del Dr. Ramos Galvan Ia desnutricién energético-
proteinica es "un estado patolégico, inespecifico, sistémico y potencialmente
reversible que se origina como resultado de la deficiente utilizacion por las
células del organismo de los nutrientes esenciales; que se acomparia de
variadas manifestaciones clinicas de acuerdo a los factores ecoldgicos y que

reviste diversos grados de intensidad” [5].

Se han realizado multiples intentos para clasificar a la desnutricion [6-
8], sin embargo, la clasificacion propuesta por el Dr. Gémez sigue siendo
cldsica y de acuerdo a él se consideran tres grados de acuerdo al porcentaje

de déficit de peso para la edad, a saber:

Grados Porcentaje de déficit peso para la edad
I.- teve 10 - 24%
.- Moderada 25 - 39%

Ill.-.Grave mayor de 40%



La modificacion del Dr. Bengoa [5] considera ademas como
desnutricion de 1ll grado si se presenta edema de origen nutricio. Esta es la
clasificacion utilizada en nuestro Instituto para los pacientes que ingresan al
Servicio de Nutricién.

‘Con la ventaja de poder prescindir de la edad cronolégica, se utilizan
también los porcentajes de pesoltalla para clasificar el grado de deterioro (7],

y de acuerdo a ello se conocen tres grados:

Grados Porcentaje de peso para la talla
l.- Leve 90 - 80%
Il.- Moderada 79-70%
ill.- Grave menor del 70%

Otro indice para evaluar la desnutricidn es el déficit de talla para la
edad, que nos habla de la cronicidad de la misma y que, segun Waterlow, [8]

se clasifica como atrofia, a saber hay tres grados:

Grados Porcentaje de talla para la edad
|.- Leve 95 - 90%
II.- Moderada 89 -85%

Iil.- Grave menor del 85%



Cuadros cilnicos de desnutricién

Definimos al kwashiorkor como el paciente con desnutricién grave
que presenta paniculo adiposo en cantidad variable, edema el cual es un
signo caracteristico y lesiones cutdneas descamativas, existiendo tembién
alteracién en mucosas y cabello de diversa intensidad, las faneras estan
necesariamente afectadas, el paciente ademas se encuentra irritable. El
marasmo es aquel desnutrido grave que, como caracteristica principal,
presenta ausencia de paniculo adiposo, tiene fascie senil, no tiene edema y
sus lesiones en mucosas son de poca intensidad, el déficit de peso para la
edad es mayor al 40% [6-9]. "Sugar baby" es el término acufiado por Platt
para definir al paciente~ desnulrido de tercer grado con un peso corporal det
€0 al 80% del normal para su edad, con paniculo adiposo en cantidad
variable, con o sin edema y/o hepatomegalia, ademdas de cambios minimos
en la piel y cabello, é] pensaba que este cuadro clinico era producido por

una dieta baja en proteinas y alta en carbohidratos [10].

En la figura 1 se muestran algunas caracteristicas principales del

kwasiorkor y marasmo.



KWASHIORKOR MARASMO NUTRICIONAL

Cambios de pelo

Musculos delgados
Grasa delgada

Sin edema —
FALTA DE PESO GRAVE FALTA DE PESO
FIGURA 1

CUADROS CLINICOS DE DESNUTRICION



BIOTINA
Aspectos Histéricos

El descubrimiento de la biotina y la elucidacién de su astructura, asi
como su papel en el metabolismo, comprende extensas investigaciones

durante varias décadas [11).

La historia se remonta hasta 1901 con algunos experimentos del
microbidlogo belga E. Wildiers sobre el cultivo de levaduras, quien observé
que estas células no solo requerian de sales y glucosa para su crecimiento,
sind también de un factor esencial que provenia del mosto de cerveza. Este
factor fue llamado "Bios" e inmediatamente empezaron los esfuerzos para su
aislamiento. [12]. En los siguientes 30 afios, se encontré que bios era una
mezcla de diferentes compuestos; el primero llamado bios I, fue mds tarde
identificado como meso-inositol;, posteriormente se aislé el bios HA que
resultd ser acido pantoténico y el tercer componente de la mezcia, el bios
1B, fue aislado por F. Kogl y B. Tonnis en 1936 a partir de yema de huevo,
levaduras autolizadas y preparaciones de higado. Este ultimo aislamiento
condujo a la primera cristalizacion de un nuevo factor al cual llamaron biotina

(13},

Las observaciones mas notables que permitieron el descubrimiento

de la biotina fueron;

a) En 1898 F. Sternitz reportd Ia aparicion de lesiones en la piel al

alimentar ratas con huevos crudos, observé que este efecto desaparecia con



un factor estable presente en el higado y en las levaduras, el cual fue

llamado vitamina H (por Hautt, que en aleman significa piel).

b) En 1939, Gyorgy encontré que la vitamina H, era en realidad
biotina {14]. Poco después en 1941 E. Snell descubrié que la avidina era un
inhibidor de la biotina y que ésta era la causante de la toxicidad de los

huevos crudos.

La estructura de la biotina fue determinada en 1942 por Du Vigneaud
y colaboradores [15] y confirmada en 1943 por S. Harris mediante
expsrimentos de sintesis total y andlisis de rayos X {16]. Gracias a estos
estudios se demostré que la biotina es el 4cido (+)cis-hexahidro-2-oxo-1H-

tieno [13,14) imidazol-4-valérico (Fig. 2).

Los primeros estudios sobre la biosintesis de biotina fueron
realizados en bacterias también por Du Vigneaud, quién mostré que en
Corynebacterium diphtheriae, la biotina puede ser reemplazada como factor
de crecimiento por el &cido pimélico [17]. Al mismo tiempo se encontré que
la sintesis de biotina en Aspergillus niger es frecuentemente estimulada por
el acido pimélico. Desde entonces se postuld que este &cido participa en la
biosintesis de biotina en microorganismos. En la’actualidad se sabe que los

mamiferos no la biosintetizan (Fig. 3).



FIGURA 2

ESTRUCTURA DE BIOTINA
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FIGURA 3

BIOSINTESIS DE BIOTINA EN MICROORGANISMOS



Distribucién

La biotina es un importante factor nutricional. Se han encontrado
bajas concentraciones de esta vitamina respecto a las otras en plantas y
tejidos animales y puede ser sintetizada por una amplia variedad de
bacterias, incluyendo algunas de! tracto gastrointestinal humano y de otras

especies animales.

Se encuentra en forma libre en la leche, las frutas, la yema de huevo
y algunas verduras; y unida a proteinas en tejidos animales como higado,
rifién, asi como en cereales y levaduras, [18]. Esta unién a proteinas es por
medio de un enlace covalente entre el grupo carboxilo de la porcidn alifatica
de la biotina y el grupo épsilon-amino de la lisina; y el sitio de biotinilacion es
altamente conservado con réspecto a especies y enzimas [19] (Fig 4). Esta
unién requiere de una enzima llamada holocarboxilasa sintetasa (HS). La
biotinilacién de las apocarboxilasas comprende al intermediario de biotinil
adenilato seguido por la transferencia de biotina a la apocarboxilasa para

producir la holocarboxilasa [20).
Biotina y Carboxilasas

El papel mas importante de la biotina es el de actuar como grupo
prostético de diferentes enzimas. Las cuatro principales enzimas que
contienen biotina son; Propionil Coenzima A carboxilasa (PCC), Piruvato
carboxilasa (PC). B-Metilcrotonil-Coenzima A carboxilasa (MCC) y Acetil
Coenzima A carboxilasa (ACC) (Fig. 5). La ACC es una enzima citosélica,

mientras que las otras tres son mitocondriales. La biotina participa en el sitio



0 o]
il !:l
C

) T

HC CH c=o0 [y — T _B

| aasa, |
H2C CH (CH2)4 CNH (CHZJACH ey H2C CH (CH2]4 COOH + H2N (CH2)4 CH
s NH \s NH
BIOCITINA BIOTINA LISINA
FIGURA 4

ESTRUCTURA DE BIOTINA UNIDA COVALENTEMENTE A UN
RESIDUO DE LISINA DE UNA CARBOXILASA (BIOCITINA) Y
REACCION DE LA BIOTINIDASA



. UaLINa

180 N
LEUCINA GLUCOSA nﬂll.g!xl:gﬂ
TREONI No
#Cs GRASOS DE
Inntilerotani ! Gl - (ADENA PAR
. IMeCROTONIL Con
I Isovalerato &
.
MeGLUTACONIL Con

wetilcitrato

alaninad— pIRNATO —-dlactato¢—PROPIONIL Con—p proplonato

ACs ¢=RLONIL Cof «l-»cml. Con / x
CRASOS

30Hproplonato
OKALOACETATO
C1CL0
KRERS

CITRATO ~———————p SUCCINATO «——— HETILWALONIL Con

FIGURA §

VIAS METABOLICAS EN LAS QUE ACTUAN LAS 4
CARBOXILLASAS DEPENDIENTES DE BIOTINA



activo de estas carboxilasas [19] funcionando como un acarreador de CO2
que incorpora a los diferentes sustratos, siendo dicha incorporacién

dependiente de ATP [21].

La ACC cataliza la carboxilacién de Acetil-CoA, que lleva a la
formacion de Malonil-CoA la cual es el primer intermediario en la sintesis de
4cidos grasos y participa en la regulacion de la lipogénesis y de la B-
oxidacion; por lo tanto también interviene en la génesis de la membrana
celular. La ACC tiene una estructura compleja, sujeta a regulacion alostérica,
particularmente por el citrato; puede encontrarse en un estado protomérico,
cataliticamente inactiva, y en estado polimérico, el cual es el estado activo

de la enzima [22].

La PC es una enzima clave de la gluconeogénesis en el higado y en
el rifidn, donde cataliza el primer paso de esta via metabdlica. Esta también
presente en tejidos lipogénicos (higado, tejido adiposo, gldndula mamaria y
suprarrenal) en los que actua en la sintesis de acidos grasos participando en
el transporte de la mitocondria al citosol de grupos acetilo via citrato y de
equivalentes reducidos via malato [23). En todos los tejidos tiene un papel
anaplerdtico del ciclo de los acidos tricarboxilicos al catalizar la formacién de
oxaloacetato [24]. Es una enzima tetramérica, compuesta de subunidades

idénticas y cada polipéptido contiene una molécula de biotina.

La PCC cataliza la conversion de la propionil CoA a metiimalonil CoA,
en la via catabdlica de los &cidos grasos de cadena impar, de los

amino&cidos isoleucina, treonina, metionina y valina y del colesterol [25). En



esta forma estos compuestos ingresan al ciclo de los 4cidos tricarboxilicos
via succinil CoA. Ha sido aislada y purificada a partir de mitocondrias de
rifién de res y de higado humano. Es un tetrdmero compuesto por dos
subunidades no idénticas; la que tiene el peso molecular mas elevado es la

que tiene la molécula de biotina.

La MCC cataliza la conversién de la R-metilcrotonil-CoA a 8-
metilglutaconil-CoA, en la via degradativa de leucina. La MCC estd
compuesta de dos subunidades no idénticas y al igual que la PCC, la

subunidad mayor es la que esta unida a la biotina [11].
Blotinilacién y liberacién de la biotina

Las carboxilasas aqui arriba descritas son sintetizadas como
apocarboxilasas, que carecen de actividad enzimatica. Cada enzima es
activa sblo cuando se encuentra unida covalentemente a la biotina y
entonces es llamada holocarboxilasa. Este proceso llamado biotinilacion
requiere de una enzima que una la biotina a la apocarboxilasa y es conocida

como halocarboxilasa sintetasa. Su mecanismo de reaccién es el siguiente:
Mg *+2
d-biotina + ATP == == P dbiotini-5-AMP + PPi
Mg *2

= = =P  HOLOcb(s + AMP

d-biotinil-5-AMP + APOcbx's =



En el primer paso se lleva a cabo la formacién de un intermediario de
alta energla a partir de biotina, ATP y Mg*2 y despusés la transferencia del

grupo biotinilo a la apocarboxilasa formando la holocarboxilasa {26].

Parece existir una sola holocarboxilasa sintetasa para todas las
carboxilasas. Chiang y Mistry {27] fusron los primeros en demostrar que la
sintetasa localizada en el citosol puede activar tanto a la apopiruvato
carboxilasa (enzima mitocondrial) como a la apoacetil CoA carboxilasa
(enzima citosdlica), sugiriendo que quizd pueda activar a todas las
apocarboxilasas. Posteriormente se observd que en humanos, un defecto

genético en la sintetasa resulta en deficiencia de todas las carboxilasas [28].

La biotinidasa (biotina-amida aminohidrolasa) es la enzima que
cataliza la hidrélisis del producto de degradacién de las carboxilasas
liamado biocitina (épsilon-n-biotinil-lisina); los productos de esta reaccion
son biotina y lisina. La biotina liberada de la biocitina es reutilizada por el
organismo (Fig. 6). Ademas, la biotinidasa participa en el aprovechamiento
de la biotina proveniente de la dieta que, como se sefialé anteriormente, en
su mayor parte se encuentra unida a proteinas. Esta enzima fue descubierta
en higado de cerdo por Thomas y Peterson en 1954 [29). En el mismo afio
Wright [30] describié una enzima en plasma sanguineo humano que
hidrolizaba la biocitina y en 1963, Koivusalo y colaboradores purificaron la
biotinidasa de Streptococcus faeéalis [31]. Mas recientemente la biotinidasa
ha sido purificada del plasma y suero humano, que es en donde se

encuentra en mayor cantidad {32,33]. La biotinidasa es una glicoproteina

que contiene residuos de acido sialico [33]. .
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DEFICIENCIA DE BIOTINA

Se han descrito casos aislados de deficiencia de biotina, a saber:

1) Asociados a la ingesta de grandes cantidades de clara de huevo, la
cual contiene avidina;

2) En humanos sometidos a alimentacion parenteral total por tiempo
prolongado;

3) Humanos en hemodidlisis cronica {34)], y

4) En personas afectadas por algunos errores innatos del metabolismo
[35-37].

Cuando hay carencia de esta vitamina se establece una deficiencia
multiple de carboxilasas (DMC), resultando bloqueos en la gluconeogénesis,
anaplerosis del ciclo de Krebs, de la sintesis y elongacién de los Acidos
grasos y el catabolismo de varios aminodcidos y lipidos. Todos estos
complejos trastornos metabdlicos ocasionan manifestaciones clinicas graves
que pueden llevar a la muerte. Estas manifestaciones clinicas incluyen:
dermatitis periorificial, conjuntivitis, alopecia, irritabilidad o letargia, ataxia,
inmunodeficiencia y retraso en el crecimiento y desarrollo, ademds de crisis

convulsivas y acidosis metabdlica [35).

En el caso de humanos con deficiencia multiple de carboxilasas
determinada genéticamente, se han descubierto dos clases de mutaciones:
(36] en el gen de la holocarboxilasa sintetasa y en el de la biotinidasa. Estas
multaciones muestran una correlacién del cuadro clinico segtn la edad en

que se inicia: en la primera, cerca del nacimiento, con cuadro muy agudo y



grave, y de aparicién mds tardia y curso mas crénico en la segunda [28,39-
41]. Los pacientes con deficiencia de biotinidasa no son capaces de reciclar
la biotina endégena y degradar completamente las holocarboxilasas,
acumuldndose la biocitina [41]. La sintomatologia es muy similar a la que se
observa en la deficiencia nutricia de biotina. En la deficiencia de
holocarboxilasa sintetasa, de aparicién generaimente neonatal, o que
predomina es una grave acidosis metabdlica, répido deterioro neurolégico y
frecuentemente la muerte en unos pocos dias. Ambos tipos de DMC
responden satisfactoriamente a la administracién de grandes cantidades de
biotina oral, con lo que desaparecen los sintomas clinicos. Se han descrito
también deficiencias aisladas de cada una de las carboxilasas y para cada

caso existen sintomas especificos [36].



HIPOTESIS

Algunos de los pacientes con desnutricién energético-proteica de
tercer grado presentan ciertas alteraciones clinicas y bioquimicas
que son debidas a deficiencia de biotina.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

Comprender el significado de la deficiencia de biotina en la desnutricion

energético-proteica (DEP) de tercer grado.

Objetivos Especificos:

1) Determinar el estado de la biotina en los desnutridos de tercer grado,
mediante la medicién de carboxilasas linfocitarias y de la biotina plasmética.
2) Determinar si la adicion de biotina a! tratamiento convencional de la DEP
acelera la desaparicién de algunas de las alteraciones clinicas y bioquimicas

que presenten [os pacientes.



JUSTIFICACION

La desnutricion energético proteinica es un importante problema de
salud publica y si bien las deficiencias vitaminicas son muy frecuentes, su
efecto en los trastornos metabélicos y en el curso clinico de los desnutridos
no ha sido tan bien dilucidado como él de la carencia de energia y proteinas
[2]. De entre las distintas vitaminas, la menos conocida es la biotina, a
pesar de su participacién destacada en el metabolismo intermediario,
probablemente porque su deficiencia aislada es muy rara en humanos [3).

En un estudio preliminar se encontrd evidencia sugestiva de
deficiencia de biotina en algunos niflos con desnutricidn energético-
proteinica [42): sus niveles plasmaticos de esta vitamina eran subnormales y
ademds la actividad de las carboxilasas mitocondriales en sus linfocitos
estaba deficiente. Dado que algunas de las caracteristicas clinicas de los
desnutridos presentan similitud con las que se observan en enfermos con
errores innatos del metabolismo de la biotina se propusc que en la
desnutricidn se presenta una fenocopia éstos. Wolff ha propuesto una
participacion de la deficiencia de biotina para la diferenciacion de la

desnutricién en sus variedades clinicas de kwashiorkor y marasmo [43].

En el presente trabajo se muestran las observaciones en tres
variedades clinicas de DEP, se investigd el efecto de la suplementacidn con
biotina sobre las carboxilasas linfocitarias de piruvato y de propionil
coenzima A en niflos con DEP grave, para conocer el estado de la vitamina y

algunas de las implicaciones metabdlicas y clinicas de su deficiencia.
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MATERIAL Y METODOS

Seleccién de Pacientes
Poblacién objetivo

Se estudiaron a 22 niftos del Instituto Nacional de Pediatria con
desnutricién energética-proteinica de tercer grado: 5 con kwashiorkor y 10
con marasmo, de acuerdo a la clasificacién de la comisién Wellcome [44].
Los otros siete pacientes fueron clasificados como "sugar babies” [10],
definidos asi por tener un peso corporal del 60-80% del normal para la edad,
edema, persistencia del paniculo adiposo, y cambios minimos en la piel y
cabsllo. Los controles normales fueron nifios basicamente sanos de edades
similares a las de estos pacientes, con peso y talla dentro de los
porcentuales 5 a 95 para su edad, a quienes se les tomd sangre para
estudios previos a cirugia electiva por problemas menores (ej. reparacion de
paladar hendido). Previamente los padres de los pacientes otorgaron su

consentimiento informado.

Criterios de Inclusién

Desnutridos de tercer grado en cualquiera de las tres variedades

clinicas: Marasmo, Kwashiorkor o "Sugar baby".
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Criterios de Exclusién

Transfusién de sangre total los 4 meses previos al ingreso;
condiciones clinicas que no permitan obtener la cantidad minima necesaria

de la muestra sanguinea.
Criterios de Eliminacién

Se eliminaron del estudio los niftos a los que por error se les dié un
tratamiento diferente al que les correspondia segtin el protocolo y aquellos a
los que se les transfundié paquete globular. También se eliminaron a los
que fallecieron antes de haber obtenido la segunda muestra de sangre, a los

15 dias de su ingreso al protocolo.

Diseflo experimental

Todos los pacientes recibieron el tratamiento habitual de la
desnutricién (vide infra); ia mitad de ellos recibieron el supiemento de biotina
(Laboratorios Grossman, México) y la otra mitad, un placebo, efectuandose
el estudio en forma "doble ciego". Se prepararon conjuntos de frascos, un
conjunto para cada enfermo con un frasco para cada dia de tratamiento.
Dentro de cada variedad clinica de desnutricion, (kwashiorkor, marasmo,
sugar babies) los conjuntos se numeraron progresivamente y se
administraron a los pacientes en el orden conseculivo de su ingreso al
estudio. El contenido de cada conjunto de frascos correspondié en forma

aleatoria al suplemento de biolina o al placebo.
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{_a dosis de biotina fué de 10 mg/dia, la cual puede compararse con ia
ingestién recomendada {RDA) por la Academia Nacional de Ciencias de los
Estados Unidos (NRC-NAS) para niftos que es de 50 g para esta vitamina
{3). Esta dosis de 10 mg/dia, aungue considerablemente alta, ha mostrado
ser efectiva para lograr una desaparicién rapida, en término de dias, de las

" manifestaciones de deficiencia de biotina en neonatos y nifios con carencia
de esta vitamina debida a deficiencia genética de biotinidasa o0 a nutricién
parenteral total prolongada sin biotina {45]. A pesar de ser tan alta la dosis,
en ningin caso se han observado efectos colaterales indeseables o

manifestaciones de toxicidad, por lo que se considera inocua {46].

El tratamiento habitual de fa DEP, una vez que se ha restablecido el
equilibrio hidro-eleclrolitico, consiste en la administracién de soluciones
parenterales durante el liempo requerido para iniciar la tolerancia a la via
oral y en el momento en que ésta existe se indica una férmula preparada con
caseinato de calcio, glucosa, aceite de maiz y KC! {esta formula no contiene
biotina adicional); cantidades crecientes de leche en polvo {iniciando con 8
gr. por 100 mt de férmula) se agregan tan pronto como son toleradas,
usualmente dos dias después del ingreso del paciente al hospital. Esta
alimentacién proporciona una cantidad de biotina por debajo de la RDA
durante las primeras dos semanas, ya gque la leche de vaca contiene
aproximadamente un promedio de 3.2 pg por d! {3]. Posteriormente se
agrega dieta complementaria, segun fos requerimientos caldricos de los

pacientes.

La suplementacion con biotina o placebo por via intravenosa se
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La suplementacién con biotina o placebo por via intravenosa se
administré durante el tiempo que se mantuvo una vena canalizada,
posteriormente se continud con el suplemento por via oral a la misma dosis
de 10 mg/dia.

El estudio se inicié tres a cinco dias después de que los pacientes
ingresaron al instituto Nacional de Pediatria, una vez estabilizados
hemodinamicamente y recuperados de la enfermedad intercurrente
(gastroenteritis, bronconeumonia, infeccion urinaria, etc.) que agravd su
estado y motivé su internamiento. En este lapso, sin embargo, la gravedad
de la desnutricion no se habia modificado Sensiblemente. Se obtuvo el
consentimiento informado de los padres o tutores, la historia clinica y
dietética, examen fisico y pruebas de laboratorio de rutina que se realizaron
en el Instituto Nacional de Pediatria (biometria hematica, quimica sanguinea,
electrolitos séricos, albimina, examen general de orina, coprocultivo y
estudios coproparasitoscépicos). Se midieron el peso corporal, la talla y el
perimetro cefélico con la metodologia de Jelliffe [47]. Se usaron los valores
normales de referencia para nifios mexicanos, publicadas por Ramos Galvan
[48). Se registr6 fotogréficamente la presencia de dermatitis eritemato-
escamosa y si su distribucién era o no predominantemente periorificial.
Aunque esta dermatitis puede estar asociada a otras deficiencias nutricias,
es la manifestacion clinica mas caracteristica de la deficiencia aislada de
biotina y responde en forma muy répida a Ia administracién de esta vitamina
[3,354549]. Una misma persona practicé las evaluaciones clinicas y

antropométricas. Las musestras de sangre para las determinaciones de
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Extraccion de plasma y aislamiento de linfocitos a partir de
sangre completa.

Los linfocitos se aislaron a partir de 3 mi de sangre venosa, la cual se
colocé en tubos de centrifuga de 15 ml con 380 pl de anticoagulante (ACD),

mezclandose suavemente.

La muestra se centrifugd durante 10 minutos a 1700 x g, al término de
esta se retird el plasma, el cual se con9316 en alicuotas para posteriores
determinaciones de biotina y albumina. Al paquete globular que quedo en el
tubo se le adicionaron 45 m! de TBS a temperatura ambiente, evitando
producir hemdlisis. En tubos de centrifuga de 15 mi se colocaron 4 ml de
Ficoll-Hipaque F400 y sobre él se agregd lentamente la sangre diluida,
evitandose la mezcla. Al terminar de agregar la mezcla, se observaron
dos fases: la inferior incolora (Ficoll-Hypague) y la superior roja (sangre). Se
centrifugo durante 30 minutos a 700 x g. Al término de la
centrifugacién, se observaron en los tubos 4 fases, que en orden
descendente fueron: TBS, linfocitos, Ficoll-Hypaque y eritrocitos.

Posteriormente con una pipeta pasteur se retiré y desechd el TBS,
hasta aproximadamente 0.5 cm de la banda opaca de linfocitos, |a cual se
colectd y se transfirié a un tubo de centrifuga de 15 ml y se le agregé 10 ml
de TBS, se mezcld suavemente y se centrifugd a 1700 x g con el fin de
concentrar en el fondo los linfocitos, retirando después el sobrenadante,
decantandolo y dejandolo escurrir 5§ minutos sobre papel secante. Una vez
retirado el sobrenadante, se adicionaron 300 pl de agua helada para

producir un choque hipoténico e hipotérmico y de esta manera lisar los
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decantandolo y dejandoio escurrir § minutos sobre papel secante. Una vez
retirado el sobrenadante, se adicionaron 300 I de agua helada para
producir un choque hipoténico e hipotérmico y de esta manera lisar los
eritrocitos remanentes, agitdndose en vortex durante 30 seg. Se agregé 10
ml de TBS para seguir lavando y se centrifugd a 1700 g durante 10 minutos.
Una vez retirado el sobrenadante se recuperaron los linfocitos,
colocéndolos en tubos eppendorf, centrifugéndolos nuevamente. E!
sobrenadante se desechd y las paredes del tubo se secaron posteriormente
con la boca del mismo hacia abajo. Los linfocitos se congelaron a -70°C

en el ultracongelador Revco hasta el dia del ensayo enzimatico.
Determinacién de la concentracién de biotina plagsmaética.

Se determinaron las concentraciones de biotina en plasma por un
ensayo de dilucién isotépica desarrollado en la Unidad de Genética de la
Nutricién, que se fundamenta en la competencia entre biotina radiactiva y no

radiactiva ("fria"} por su unidn a la avidina.

En sintesis, el método consiste en extraer la biotina libre de la
muestra plasmética (generalmente 1mL) con 4 volimenes de etanol,
mezclado y centrifugado a 1500 x g por 10 minutos. El sobrenadante se
evapord hasta sequedad en un evaporador rotatorio (Savant, Framingdale,
NY). El extracto seco se resuspendit en un volumen de amortiguador del
ensayo (ver adelante) equivalente al del plasma extraido. E| amortiguador
del ensayo (TBE, pH 7.4) contiene 44.5 milimoles por litro de
Tris(hidoximetil)Jaminometano-HCI, 44.5 milimoles por litro de &cido bérico y

1 milimol por litro de EDTA. Se ajusto el volumen total a 210 mwaL con



agregaron 10 pL de avidina 16 nM y se incubd a 6°C por 24 horas. Para
separar la biotina radiactiva libre de la unida a avidina, se utilizé un
anticuerpo anti-avidina unido a Sepharosa después de una nueva
incubacién bajo las mismas condiciones. Los resultados fueron
obtenidos a partir de una curva estdndar en papel logit-log (0-320 pg),
después de medir la radioactividad en el sobrenadante. El coseficiente de
variacién (C.V.) intra-ensayo fue menor al 5% y el C.V. inter-ensayo fue

menor al 10%.

Determinacién de la actividad enzimatica de las carboxilasas
de piruvato y de propionil CoA.

La actividad de las carboxilasas de piruvato y de propionil CoA se
midié con el método reportado por Sweetman [39), por el cual se determina
la incorporacion de radiactividad proveniente de NaH14CO3 al sustrato de la
enzima en estudio. De este modo, al actuar la PCC sobre la propionil CoA el
producto sera 14C-metilmalonil CoA. El producto de la PC al actuar sobre
piruvato es el dcido 14G-oxaloacético el cual es inestable y es transformado
al 4cido 14C-citrico por intervencion de la citrato sintetasa afiadida a la
mezcla de reaccion. El producto radiactivo es cuantificado en un contador de
centelleo liquido, mientras que el bicarbonato radiactivo que no reacciond es

eliminado como 14C02.

La actividad especifica de estas enzimas se reportd en relacién a la

cantidad de proteina medida por el método de Lawry [S0].
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indicadores de la investigacién

Al ingreso se establecieron los déficits de peso/edad, pesoftalia y
talla/edad, los valores de hemoglobina, albumina, leucocitos y linfocitos
totales y se compararon sus determinaciones entre el grupo que recibié
biotina y el que recibid el placebo para evaluar su estado de nutricién y

permitir establecer ei grado de similitud entre ambos grupos.

La respuesta de los indicadores del estado de la biotina que
utilizamos (concentracién de biotina, actividades de carboxilasas) fué
determinada dividiendo el valor final (después de 15 dias del inicio del
estudio) entre ei inicial (al principio del estudio); a este cociente le lamamos

Ingi e Respuesta.

Consideraciones éticas y carta de
consentimiento.

El protocolo de investigacion fue aprobado por los Comités de
Investigacién y de Etica del Instituto Nacional de Pediatria {INP), en la
siguiente pagina se aprecia la carta de consentimiento informado que se

presento a los padres o tutores de los pacientes.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo,

(nombre de! padre, madre o tutor)

declaro libremente que estoy de acuerdo en que mi hijo (a) participe en esta
investigacion.

Se me explico que esta investigacion consiste en darle a algunos nifios
enfermos una vitamina llamada biotina, que le falta a los nifios desnutridos.
Se trata de averiguar si el darles esta sustancia ayuda a que los nifios
enfermos se recuperen més répidamente.

También se me dijo que esta sustancia no hace ningln dafio y pudiera ser
benéfica. A algunos de los nifios que participan en este estudio no se les
daré esta sustancia. S6lo al terminar el estudio se sabré si a mi hijo (a) se le
did o no.

Esta explicacioén se me did con palabras que pude comprender bien y se me
aclararon mis dudas.

Declaro que los investigadores me han ofrecido aclara cualquier duda o
contestar cualquier pregunta que al momento de firmar la presente no
hubiese expresado o que surja durante el desarrollo de la investigacion.

Se me ha manifestado que puedo retirar mi consentimiento de participacion
en cualquier momento, sin que ello signifigue que la atencién médica que se
le proporcicna a mi hijo (a) se vea afectado por este hecho.

Se me ha informado que el que mi hijo (a) participe en este estudio no
repercutira en el costo de la atencién médica que se le debe brindar y que
toda la informacidén que se obtenga sobre la identidad y participacién de mi
hijo sera confidencial.

Para los fines que estimen convenientes, firmo la presente junto al
investigador que me informd y de un testigo, conservando una copia.

México, D.F.a de1g__.

Investigador; Nombre y Firma

Participante: Nombre y Firma

Testigo (1): Nombre y Firma

Testigo (2): Nombre y Firma
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Anélisis estadistico:

El anélisis estadistico de las diferencias entre las variedades clinicas
de desnutridos fué realizado mediante el andlisis de varianza de una via por
el método de Kruskal-Wallis [51). Para este andlisis y para la realizacién de
correlaciones utilizamos una computadora personal con los paquetes
estadisticos para investigacién biomédica Tadpole Il (Elsevier-Biosoft,
Cambrige, U.K.) y Sigma Piot (San Rafael, California, USA).

Los resultados se reportan como promedio + ESM (error esténdar de
lamedia). En andlisis de regresién se seleccioné la ecuacion linear o
curvilinear con mayor significancia. Se consideré un valor de p menor a

0.05 como significante.
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RESULTADOS

Valores al ingreso de los paclentes en estudio

Respecto a los valores iniciales, s6lo para la PCC se observo

diferencia estadisticamente significativa entre los desnutridos y los controles

normales; el promedio de la aclividad de esta enzima en los pacientes fue de

casi la mitad del grupo control (Tabla 1). No se encontraron diferencias

significativas entre las tres variedades clinicas de desnutricion tanto para

ambas carboxilasas como para la biotina plasmatica.

TABLA 1

Carboxilaszas linfocitarias y biotina plasmética en

nifos desnutridos y controles normales”

Variedad clinica pcct
Marasmo 188.7 £ 26.4 (10)§
Kwashiorkor 144.9 £ 22.8 (5)§
Sugar babies 1783 ¢ 29.4(7)§

Controles Normales 369.4 £+ 5§1.3 (14)

-

Pc#
21.2£5.2(10)
243+ 9.0(5)
21.1¢ 35(7)

246+ 38(11)

Promedio + ESM. Numero de individuos entre paréntesis.
t PCC: propionil CoA carboxilasa, pmo! CO3 fijadas por min-1 mg proteina.

% PC: piruvato carboxilasa, pmol CO5 fijadas por min'1 mg proteina?

§ Diferencia significativa de los controles normales, p = 0.002.

Biotina (nmol/L)
1.4% 06(8)
36 09(4)
41+ 08 (:6)

40% 03(14)
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Dado que la edad de los tres grupos de desnutridos fue diferente, con
diferencia significativa (p = 0.05) entre el grupo de Kwashiorkor con
Marasmos y "Sugar Babies", se practicaron comparaciones adicionales entre
cada grupo de desnuridos y un subgrupo de controles de edad similar.
Estos resultados no fueron diferentes a los descritos, y se muestran en la
tabla 2,

TABLA 2

Carboxilasas linfocitarias y biotina plasmética en

nifios desnutridos y controles normales, de acuerdo a las edades'

Variedad clinica Edad (m) pcct pc¥ Biotina (nmol/L)
Marasmo 9.2+16 188.7+26.4 (10)§ 21.2+5.2(10) 1.4% 0.6 (8)
Kwashiorkor 29.6+47 144.9 £ 22.8 (5)§ 243+ 9.0(5) 3.6+ 0.9(4)

Sugar babies 13626 1783+ 294(7)§ 2114 35(7) 414 08(6)
Control A 692121t  3497:479(8) 265152(8) 3.5+0.4(8)

Control B ** 33.0+50M1 3957 1107.0(6) 220+ 6.1(6) 451 0.6(6)

* Promedio + ESM. Nmero de individuos entre paréntesis.

1 PCC: propionil CoA carboxilasa, pmol CO5, fijadas por min-1 mg proteinal.
¥ PC: piruvato carboxilasa, pmol CO; fijadas por min-1 mg proteina?.

§ Diferencia significativa de los controles normales, p = 0.002.

1 Control A: Controles normales con rango de edad de 3 a 13 meses.

** Conlrol B: Controles normales con rango de edad de 18 a 45 meses.

11 Diferencia significativa de 1a edad entre los grupos control, p = 0.001.
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Los datos principales de cada paciente se describen en la tabla 3; los
pacientes se agruparon de acuerdo a la variedad clinica de desnutricién y al
tratamiento (suplemento de biotina o placebo) que recibieron. La Tabla 4

muestra los resultados individuales de los controles bien nutridos.

En las gréficas 1, 2 y 3 se muestra la actividad inicial de las
carboxilasas de piruvato y propionil CoA, asi como de biotina en las
diferentes variedades clinicas de desnutricién; como puede observarse,
hubo pacientes individuales cuyas actividades iniciales de carboxilasas y/o
concentraciones de biotina se encontraron claramente debajo de lo normal,.
seis de ellos (27.3%) M4, M10, M19, K23, K28 y SB60 mostraron
actividades de ambas carboxilasas (PC y PCC) por debajo de la mas baja
encontrada en los controles normales, asi como del limite inferior de
confianza al 99%. Ademds, otros siete nifios desnutridos (M6, M8, K22, K35,
SB55, SB56 y SBS57) mostraron actividad subnormal de PCC, aungue la
actividad de PC se encontraba dentro de lo normal. Por ofra parte, ningun

paciente con actividad de PC subnormal tuvo PCC normal.

Seis pacientes mostraron concentraciones subnormales de biotina
(M1, M2, M14, M16, M19 y SB60); pero sblo 4 de ellos tenian actividades de
carboxilasas normales. Ofros tres pacientes con baja actividad de

carboxilasas (M4, K23 y K28) tenian concentraciones de biotina normales.
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TABLA 3
Datos individuales de los pacientes

Pacientes” Tratsmiento, Sexo Edad Difici (%) Actividad indics de  Actividad ndice de Bioting Indice de
Momenio de ls (m)  Pesoledad dePCCt respuesia dePCY respustinde  plasmética  teapuesta
Trasetrs de PCC§ Pc [0 de Bictina
M4 Placebo, Inicist M 1 58 108 58 47
Final E] 130 12 X 18 24 05
Me Placebo, inicial M 4 s7 108 130 06
Final 53 3% 31 480 35 49 68
M Inicil F 4 57 156 11.0 N.D.
Fina) 5 107 07 280 25 17.4 ND.
M4 Placea. Inicial M 1 @ 252 390 1.4
Final 45 453 18
M8 Placebo. Inicill ~ F [ [ ao
Final 54 628
Mt Biotra. inicld M 4 ] 25
Finel 53 2n
7] Biotina. Inicisl M [ 51 241
Finel . a7 235,
M Biotina. Inicial ] 15 42 280 .
Final 34 28s
Mo Biction. Iniclal M 18 4 - p40
Final 41 %00
(U] -Biotine. Inicial  F 1 se 1130
Final 5 a5y
KW22  Placebo.lnicisl M 27 57 1385
Final 68 1060 |
KW27  Placeto.Inklsl  F 2 .7 209.0
Finel 106 6040 -
KW35  Pacebo.inicisl M 33 20 1554
Fioal 370 1648
KW 23 Biotna. Inicil M 19 162 1548
Final 152 - 48
KW28  Biktnelnicil M 46 240 689
Final 240 265
5856  Pucebo. lnicial  F " 203 117.0
Final 123 1845
SBS7  Pumceto.lnicidl M s 228 150.2
Finat se 247
SB%0  Piacebo, lnicisl M 18 310 210
Fing! 50 2450
$853 Biotine. Iniciel M 18 203 178.0
Final 199 300
5855 Biotine, Inicial M 24 320 1540
Final 280 503
sBss Bictina. Inkcisl~ F [ 425 3200
Final 404 1.0
860 Biotinm. Inicisl ~ F 13 340 1002
Final x0 ns a7 185

. L 0 ey ¢ B varvetnd @vecy e opningdn 1 meste R bevaphr §5 g beteet
B ey warades o powes
—e .

POC s Cok oamnte et £, Meotot p on ! g rbomna”
a4 Aonpons Viae wecurn
PG e crbentors i 0O, et po oo g et
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TABLA 4

Datos clinicos y bioquimicos de los controles normales

Sexo Edad Diagnéstico PCC* PCt+ Biotina

{m) (nmol/L)
1 F 3 Comunicacién interventricular  331.0  28.9 3.3
2 M 3 Hernia Inguinal 4040 384 53
3 F 4 Paladar hendido 2880 109 3.4
-4 M 8 Nefropatia por reflujo 3860 182 5.0

'5 . M 8 Paladar hendido 611.0 19.3 2.2 .
6 . F ) 8 Reflujo gastroesofdgico 3930 563 2.2
7 ) F 8 Hernia Inguinal 1740 177 a3
8. ..M 13 Pie equinovaro 2110 222 3.2
9 FE 18 Paladar hendido 8460 105 42
g 10 M 18 Malformacién anorectal 1610 276 29
M F g Hernia inguinal §720 128 6.4
1v2‘ M 38 Criptorquidia bilatera! 287.0 490 4.1

13 M 4 Balanoprostitis 2000 102 .38 -

14 M 45 Amigdalectomia 2180 222 8.1 ‘

* PCC: propionil CoA carboxilasa, pmol CO; fijadas por min-! mg proteinal.

1 PC: piruvalo carboxitasa, pmol CO;, fijadas por min-! mg proteinal.
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GRAFICAS 1, 2 y 3

~ Valores individuales iniciales (al ingreso) de nifios con marasmo
{MAR), kwashiorkor (KW), sugar babies (SB) y controles

normales.

Gréficas 1: propionil CoA carboxilasa (PCC), y 2: piruvato
carboxilasa (PC); las actividades de las enzimas linfocitarias se

expresan como pmoles CO2 fijadas min-1 mg proteina".

Gréfica 3: concentraciones de biotina plasmatica (nmolil). Los
nimeros junto a los simbolos identifican a individuos que
presentaban actividades de ambas carboxilasas por debajo del

limite inferior de los controles normales.
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No encontramos correlacién entre las concentraciones iniciales de
biotina plasmaética y las carboxilasas linfocitarias. En la gréfica 4 se muestra
que para la PCC y biotina hubo una r = 0.19, con p = 0.46. ParalaPC y
biotina la correlacién se muestra en la gréfica5, conr=0.29y p = 0.25.

Por otra parte, las actividades de PC y PCC si correlacionaron

substancialmente encontrando rde 0.79 y p = 0.001 (grafica 6).

Efectos de la suplementacién con biotina

Para conocer cuales de estos pardmetros reflejan mejor el estado de
la biotina, los pacientes fueron sometidos a un estudio doble ciego, en el
que al azar, unos recibieron un suplemento de biotina mientras que otros

recibieron un placsbo.

Los dos grupos no mostraron diferencias significativas respecto a los
siguientes pardmetros: edad, déficits de peso para la edad, peso para la talla
y talla para la edad, albimina en plasma, concentracion de hemoglobina y

namero de leucocitos totales y de linfocitos (Tabla 5).

E! grupo que recibié el suplemento de biotina, es por lo tanto,

enteramente comparable al que recibid el placebo.

Quince dias después, aquellos que recibieron la vitamina mostraron
concentraciones plasmaticas mucho mas altas que aquellos que recibieron

placebo (gréfica 7).
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BIOTINA PLASMATICA *

0.0 200 30 40 7 50 760

Piruvato Carboxilasa **

GRAFICA §

CORRELACION ENTRE CONCENTRACIONES INICIALES DE
BIOTINA Y PIRUVATO CARBOXILASA

*  Biotina plasmatics, nmold..

*% Piryvato cerboxilesa, pmol CO;, fijudas por min“ mg proteinal.
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GRAFICA 6
CORRELACION ENTRE CONCENTRACIONES INICIALES DE
CARBOXILASAS DE PROPIONIL CoA Y PIRUVATO
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TABLA 5
Datos comparativos de los grupos de pacientes que recibieron biotina o placebo

Paciertes”, tratamiento, Défick de Défick de Deéfc e Abomine Hemogiobing Lecocios Tolsles  Nikmero de ifociios
momento el musta T Pescveded (%) ¢ Talaeded (%)§  Pesofsla (%) ¢ Ut (mmain) ¢ (x10%shdoar) § (x 10%shimaty 3
M P 54.4 22.0 14624 204134 28+ 2 143012 9881207 4.00£0.04
M. P F 520+1.8 128+£1.5 20.0+38
M, B.I 488126 13.0+19 208+4.7 213 1.80+£0.31 8901142 3.99+1.07
M,B,F 4801398 18112 314123
KW, P, 1 123+105 55437 8.2+87 1M1z1 1.26+0.12 11.07+£3.34 6.33+ 1.9t
KW, P, F 18.1195 49136 132149
KW, 8,1 20.1£39 868+15 108118 1512 1.43£040 6.82+1.75 2821044
KW,B,F 198+4.4 52+19 112114
S§B,P,1 280+3.9 93133 119126 2+3 1.70£0.19 9.72+2.30 ) 5.03 +£0.95
SB,P,F 240+£8.7 80+4.1 101150 .
$B,B,1 322148 103128 13830 19+2 1.56 £0.05 11.98+3.15 - 511 +£1.09
$8,8,F 293142 100+23 1.0+286
* Las primeras lstras cormesponien & 8 variedad clinice de proteinice. M: 49 $8: “sugar babies”. Ls segunda letra
i tratarnients. P placeb, B: biotine,
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Sélo aquellos pacientes que mostraron muy baja actividad inicial de

carboxil y que ademas recibieron el suplemento con biotina, mostraron
un alto indice de respuesta para las enzimas linfocitarias (graficas 8 y 9). Por
ejemplo, este indice fue superior a 3.5 s6lo en aquellos desnutridos que
recibieron la vitamina y cuyas actividades de PC y PCC fueron menores a
120 y 15 pmoles CO2 fijadas por minuto y por mg de proteina,
respactivamente. En correspondencia, ningun paciente que recibié placebo y
tampoco ninguno con carboxilasas dentro del rango normal presenté un

{ndice de respuesta superior a 3.5,

De los 6 pacientes con ambas carboxilasas por debajo del rango
normal, cinco (M10, M19, K23, K28 y SB60) recibieron el suplemento de
biotina y presentaron un alto indice de respuesta, mientras que M4 fue el
unico que recibié placebo y su indice de respuesta fue cercano a 1.0. Por
otro lado, la respuesta de carboxilasas no mostré relacién con la

concentracién inicial de biotina (graficas 10y 11).

Solo seis de los nifios desnutridos presentaron dermatitis eritemato-
escamosa periorificial (Anexo 1). Tres de ellos (M10, K23, K28) tuvieron
actividades de ambas carboxilasas por debajo del rango normal. Los tres
recibieron biotina, mostraron altos indices de respuesta de carboxilasas y la
dermatitis desaparecio dos semanas después de haber ingresado al estudio.
Los otros tres con dermatitis mostraron una (M8, K35) o ambas (K27)
carboxilasas dentro del rango normal, recibieron placebo y continuaron con .
las lesiones dérmicas 15 dias después. Por otra parte, los 3 pacientes con

actividades subnormales de ambas enzimas (M4, M19 y SB60) no
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presentaron ninguna manifestacion sugestiva de deficiencia de biotina. Se
encontraron concentraciones plasmaticas normales de esta vitamina en tres

pacientes con dermatitis (K23, K28 y K 35).
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GRAFICAS 8,9,10Y 11

Indices de respuesta (actividades de enzimas linfocitarias,
finalfinicial) a la administracién de placebo (o) y suplementacion
con biotina (10 mg/d) (s), de carboxilasas de propionil CoA (PCC,
panel izquierdo, grificas 8 y 10) y piruvato (PC, panel derecho,
gréficas 9 y 11) de nifios desnutridos, en funcién de las
actividades iniciales de las carboxilasas o las concentraciones
iniciales de biotina. Valores iniciales: cuando los pacientes fueron
admitidos al estudio; valores finales: 2 semanas después de la
admisién. La linea horizontal indica que no hay cambio en el valor

final comparado con el inicial. {1.R.=1.0).
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GRAFICAS 8 Y 9
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DISCUSION

En este estudio hemos ampliado las observaciones preliminares {42]
acerca las concentraciones plasmaticas de biotina y las actividades de las
carboxilasas linfocitarias en nifios gravemente desnutridos y se estudio la

respuesta de sus carboxilasas a la suplementacién con biotina.

Con respectc a los valores iniciales, se demostrd diferencia
estadisticamente significativa entre los pacientes y los controles normales
sélc; para PCC (Tabla 1). Sin embargo, algunos pacientes individuales
mostraron valores subnormales de la actividad de fa PC y/o de la
concentracion de biotina. Por ello, decidimos centrar nuestro analisis en los

resultados individuales.

Casi un tercio de los nifios gravemente desnutridos estudiados, sin
imporiar la variedad clinica de desnutricion, presentaron actividad de PC y
PCC deficiente (gréficas 1, 2 y 3, Tabla 6). Casi el 60% de los pacientes
desnutridos presentaba una actividad linfocitaria de PCC deficiente. Las
concentraciones plasmaticas de la biotina se encontraron por abajo del
rango normal en 6 de los pacientes (27%), si bien solo en dos tanto la
concentracion de la vitamina como la actividad enziméatica estuvieron

disminuidas.
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TABLA 6
Datos de los pacientes y los controles normales respecto al estado de la vitamina

Pacientss®, tratamiento, Sexo Edad Actividad ¢ Indice de respuesta Activided $ Indice de Blotina Pissmitics  Indice de Respuesta
momento de la muestra T MF m3 dePCC§ tdePCCY dePC** Tespuesta de PC ¢ {omoit} $ de Biotina $
MP.1 a2 112827 18681405 26183 19410
M.P.F 33142984 18204 435112  22:04 89128 72432
M.B.1 A 72516 . 1906368 198474 07403
M.B,F . 32541425 . 24108 - 456184 - 33114 327104 = 119846338
KW, P, M 27229 1676213 i ' o 2808
KW, P, F _;341611762~ : w0720
KW.B.! 20 300160 1107438 & . E18°
KW, B, F [ 36905428 10950 - 1080460 2021102

SB,P, | 2t 113138 164.7132.8 : S 2591:24 o o 44+04 .

SB,P.F 2147+ 17.5 13102 40.1 £3.7 1401 300+ 154 52144

$B.8B,! 22 152138 18851492 178155 3912

$B,B.F 365.7+£8.8 23105 576+18.9 35+03 162.3+60.8 58.7+30.8
Controles normales  8/6 17.91 4.1 3694 +51.3 2461338 40103

anmmuhmwmamwm M: mamsmo; K kwashiorkor, SB: “suger baties”. La segunda letra
cormesponde al tratamisnto. P; placebo, B:

Mormudthmmhcnlllmunnddmuowzmd-pub

Reportados con promedio + ESM.

PCC: propioni CoA carboudiasa, mﬂcozmdnpum“mgpmeh1

Indice de Respuesta: Valor inicisl / final,

PC. pruvato carbaolesa, wﬂcczwspum"wm’

SRW e me



Por ofra parte, la falta de diferencias significativas entre las
variedades clinicas de desnutricion con respecto a la actividad enzimatica o
a las concentraciones de la vitamina (Tabla 1), esta en contra de la hipétesis
de Wolff [43] sobre una participacion de la deficiencia de biotina en la

diferenciacién de la desnutricién en kwashiorkor y marasmo.

Los resultados de la suplementacidn con biotina mostraron un
incremento sustancial en la actividad enzimdtica sdlo en aquellos con
actividades iniciales de carboxilasas bajas que recibieron el suplemento
vitaminico (gréficas 8 y 9). Esto apoya nuestra hipdtesis [42] de que algunos

niftos gravemente desnutridos tienen deficiencia de biotina.

Esta respuesta a la administracion de biotina pudiera ser
consecuencia de biotinilizacién de apocarboxilasas inactivas por deficiencia
del cofactor, ya que las apocarboxilasas de piruvato y propionil CoA se
almacenan en el higado de ratas deficientes de biotina [19, 52-53). Algunos
pacientes del grupo que recibid placebo mostré un incremento sustancial,
pero menor a! del grupo que recibid biotina, en estos Indices de respuesta;
este aumento es probablemente resultado simplemente de la rehabilitacion

nutricional debida al tratamiento convencional de la desnutricion.

La concentracion inicial de biotina plasmatica no mostré correlacion
con la respuesta de las carboxilasas a la suplementacion de la vitamina.
(Tablas 3 y 6). La observacién, en apariencia paradéjica, de actividades
bajas de carboxilasas en algunos pacientes con concentraciones

plasmaticas de biotina normales, podria ser explicada por el recambio mas



répido de substancias de bajo peso molecular en el plasma, que el de las
proteinas enzimaticas celulares. Las primeras cambian rapidamente en
respuesta a eventos tales como la ingesta reciente de vitamina, como lo
muestra el gran aumento de la concentracidn de biotina en pacientes que
recibieron el suplemento de la vitamina en comparacion con aquellos que
recibieron el placebo, independientemente de su estado original (grafica 7).
Ademas, el ensayo de unién a avidina mide todas las sustancias presentes
en el plasma que se pueden unir a avidina. En vista de la evidencia
presentada por Mock [en prensa Am J Clin Nutr 1994], respecto a la
presencia de otras sustancias capaces de unirse a avidina (e.g.,
bisinorbiotina) en cantidades apreciables en plasma de sujetos normales, es
de destacar que nuestros "niveles plasmaticos de biotina" pueden no

representar tnicamente a la biotina per se.

Debido a su recambio lento, las carboxilasas reflejarian mejor el
estado de la biotina a largo plazo [19,52]. Ademas, la cantidad de la proteina
enzimatica (apocarboxilasa) pudiera también estar disminuida en la
deficiencia de biotina [54), aunque esta hipdtesis esta actuaimente en
controversia [55). También cabe la posibilidad de que la desnutricién
energético proteinica, por si misma, altere la cantidad de proteina
enzimatica. Las diferencias estadisticamente significativas entre las
actividades iniciales de PCC entre los desnutridos y el grupo control (Tabla
1), junto con los resullados individuales mostrados en las graficas 1 a 3,
sugieren ademas que la PCC es un mejor indicador que la PC del estado de

la bictina.
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Estos resultados son similares a los reportados en estudios en
animales [56] y concuerdan con los del trabajo referido previamente en
pacientes adultos con alimentacién parenteral total prolongada que no
recibieron biotina durante varios meses {46). No hay datos en la literatura
que permitan explicar el porqué la PCC es el indicador mas sensible de la
deficiencia de biotina; podria estar relacionado, por ejemplo, con posibles
diferencias en |a velocidad de recambio de las distinas carboxilasas de los

linfocitos.

Es probable que la deficiencia de biotina que presentan algunos
desnutridos tenga implicaciones metabdlicas. En la Unidad de Genética de
la Nutricion se ha encontrado una excrecion urinaria anormalmente elevada
de metabolitos de acidos orgdnicos caracteristicos de esta deficiencia
vitaminica en algunos desnutridos [observaciones no publicadas]. Estos
metabolitos, evidenciados por medio de cromatografia de gases acoplada a
espactrometria de masas, fueron los dcidos metilcitrico, hidroxipropiénico, 3-
hidroxiisovalérico y lactico, los cuales son también anormalmente excretados
por pacientes con deficiencia multiple de carboxilasas de causa genética
[57).

Resulta mas especulativa una posible relacién entre la deficiencia de

carbc y la existencia de manifestaciones clinicas, en particular la
dermatitis eritemato-escamosa periorificial, en algunos desnutridos [Anexo |}
Estas manifestaciones son muy inespecificas en un frastorno multicarencial
como es la desnutricién. En el grupo de pacientes que estudiamos, hubo

algunos con esta dermalitis que tuvieron actividades normales de
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carboxilasas y vice versa. Llama sin embargo la atencién el que en los tres
pacientes con deficiencia de ambas carboxilasas y con dermatitis, que
recibieron el suplemento de biotina, las lesiones dérmicas desaparecieron
més rdpidamente que en aquellos afectados de manera similar pero que
recibieron el placebo. Esto pudo haber sido simplemente una coincidencia,
pero cabe la posibilidad de que, en algunos desnutridos, uno de los pasos
limitantes en su homeostasis nutricional esté dado por la deficiencia de esta
vitamina y que en ellos esta deficiencia llegue a rebasar el umbral clinico. Si
esto se llegase a comprobar en estudios futuros, tendria implicaciones

terapéuticas.
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