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1. INTRODUCCION

1.1 LAS VITAMINAS

Los alimentos son la fuente de aproximadamente cuarenta nutrimentos para el hombre.
Estos nutrimentos se dividen clasicamente en productores de energia (hidratos de
carbono, grasas y proteinas), fuentes de aminoacidos esenciales y no esenciales
(proteinas), acidos grasos insaturados esenciales (grasas), minerales (incluyendo los
que aparecen en trazas) y vitaminas (compuestos organicos solubles en agua y en
grasas) (Shils y Young, 1988)

Hace siglos los médicos describian muchas de las enfermedades que ahora
reconocemos como deficiencias vitaminicas, principalmente la ceguera nocturna
(deficiencia de vitamina A), el beriberi (deficiencia de tiamina), la pelagra (deficiencia de
niacina), el escorbuto (deficiencia de acido ascoérbico) y el raquitismo (deficiencia de
vitamina D).

Mucho antes de la era de las vitaminas, se consideraba que habia factores en la dieta
implicados en todas estas enfermedades. Sin embargo, la identificacién final del factor
activo de la dieta, requeria de la reproduccién de la enfermedad en un animal de
experimentacién, alimentado de una manera similar a la que se suponia causaba la
enfermedad en el hombre, seguido por la prevencion o la cura de la enfermedad por la
adicion de ciertos alimentos o extractos de alimentos a la dieta experimental. Por
ejemplo: el beriberi, una forma de polineuritis aparecia en poblaciones que ingerian
arroz sin cascara (refinado). En 1897 Eijkman demostré que aves de corral alimentadas
con arroz refinado desarrollaban una polineuritis semejante al beriberi, el cual se curaba
cuando se agregaban las cascaras o un extracto de las cascaras a la dieta de las aves.
Este modelo animal permitid6 que en 1911, Funk aislara la sustancia antiberiberi que él
creia era una amina. Dado que era vital lamé a la sustancia vitamina y sugirio que el
escorbuto, la pelagra y probablemente el raquitismo se debian a la carencia en la dieta
de sustancias organicas similares. Se mantuvo el nombre de vitaminas, aunque
posteriormente se descubri6 que este tipo de factores de la dieta no son

necesariamente aminas y tienen estructuras muy diferentes (Combo, 1998).



Para 1915 se conocian ya las vitaminas liposolubles, denominadas A, y las vitaminas
hidrosolubles, denominadas B. Rapidamente se esclarecié que tanto las vitaminas
liposolubles como las hidrosolubles estan formadas por varios componentes activos. Se
mostré que las grasas contenian un factor (vitamina D) que evitaba el raquitismo y
podia distinguirse de la vitamina A, factor de crecimiento de las ratas,. Trabajos
ulteriores habian identificado otros factores liposolubles (las vitaminas E y K), como
componentes esenciales de la dieta El factor antiescorbuto, hidrosoluble, que se
descubriera mas tarde, fue llamado vitamina C (Combo, 1998).

La fraccion B hidrosoluble también mostrd estar integrada por varios componentes
necesarios para el hombre, como tiamina o riboflavina, acido nicotinico, piridoxina,
acido pantoténico, biotina, acido folico y cianocobalamina. Originalmente fueron
agrupadas porque podian extraerse en grandes cantidades de ciertos alimentos,
notablemente de higado y de las levaduras. Cuando los constituyentes activos pudieron
reconocerse de manera separada en el factor b, recibieron los nombres de vitamina B1,
B2 y asi sucesivamente, actualmente éstas denominaciones han sido reemplazadas por
el nombre quimico de cada sustancia. Los miembros del complejo de la vitamina B son
notablemente distintos en estructura quimica y también difieren en funcion. Sin
embargo siguieron clasificandose juntos por la similitud de los alimentos donde se
encuentran y la tendencia consecuente de las enfermedades carenciales, que
dependen de la ingesta inadecuada de mas de un miembro de este grupo (Combo,
1998).

Aunque las vitaminas individuales varian ampliamente en estructura y funcién, pueden
aplicarse algunas afirmaciones generales. Las vitaminas hidrosolubles se almacenan
sb6lo en cantidades limitadas y es necesario el consumo frecuente para mantener
saturados los tejidos. Las vitaminas liposolubles pueden almacenarse en cantidades
masivas y esta propiedad les confiere un potencial para ser gravemente toxicas. Al ser
consumidas, muchas vitaminas no son activas biologicamente y requieren de un
procesamiento in vivo. En el caso de varias vitaminas hidrosolubles, la activacion
incluye la fosforilacion (tiamina, riboflavina, niacina, piridoxina) y puede requerir del
acoplamiento a nucledtidos de purina o pirimidina (riboflavina, niacina). En sus

principales funciones conocidas, las vitaminas hidrosolubles participan como cofactores



de enzimas especificas, mientras que al menos dos vitaminas liposolubles, la Ay la D,
se comportan de manera semejante a las hormonas e interactuan con receptores
intracelulares especificos en sus tejidos diana.

Asi por definicion, las vitaminas son un grupo de sustancias de diversa composicion
quimica, se denominan como sustancias organicas que deben ser provistas en
pequeinas cantidades desde el ambiente porque no pueden ser sintetizadas de novo en
el hombre, o bien, su velocidad de sintesis es insuficiente para el mantenimiento de la
salud (por ejemplo, la produccion de niacina a partir del triptofano). En la mayoria de los
casos, la fuente ambiental es la dieta, aunque una excepcion a esta regla es la sintesis
endoégena de la vitamina D, bajo la luz ultravioleta. Esta definicién diferencia a las
vitaminas de los minerales esenciales, que son nutrimentos inorganicos necesarios en
cantidades pequefas. Excluye también a los aminoacidos esenciales, que son
sustancias organicas necesarias, preformadas en la dieta en cantidades mucho
mayores.

El vocablo vitamina se refiere sélo a sustancias organicas necesarias para la nutricion
de los mamiferos; las sustancias requeridas sélo por microorganismos y células en
cultivo se definen como factores de crecimiento (Combo, 1998)

En muchos paises en todo el mundo, comités cientificos evaluan periddicamente la
evidencia acerca de las necesidades de nutrimentos individuales para la poblacion,
recomendando cantidades necesarias de consumo en la dieta para asegurar la salud de
cada individuo (Combo, 1998)

Estas cantidades se establecen en niveles lo suficientemente altos para cubrir las
necesidades de casi todos los individuos para cada edad y categoria sexual. El
consumo de las cantidades recomendadas hace improbable que ocurra una deficiencia
vitaminica en la poblacion, y el consumo por debajo de las cantidades recomendadas
no necesariamente provocara una deficiencia, pero el riesgo de que suceda esta en
funcién de cuanto se aleje el consumo de la cantidad recomendada. Sin embargo, se
reconoce que muchas personas ingieren suplementos vitaminicos, aunque la
autosuplementacién no ha demostrado beneficios, por lo que la Asociacidon Médica
Americana ha recomendado que la ingesta diaria de vitaminas en personas saludables



no exceda el 150% de las cantidades recomendadas para ninguna vitamina (Council on
Scientific Affairs, 1987)



1.2 BIOTINA
1.2.1 Historia

En 1901, el microbidlogo belga E. Wilder observé que las levaduras no solo requerian
de sales y glucosa para crecer, sino también un factor indispensable proveniente del
mosto de cerveza, a este factor se le denomind “bios” y se dieron inicios para su
aislamiento. En los siguientes 30 afios se encontré que “bios” era la mezcla de varios
compuestos; el primero bios |, fue identificado como mesoinositol; posteriormente se
aislo bios IlA identificado como el acido pantoténico. Finalmente el bios |IB, el tercer
componente de la mezcla, fue aislado y cristalizado por Kogl y Tonnis en 1936 a partir
de yema de huevo, extracto de levadura y una preparacion de higado; a este ultimo
compuesto, también llamado desde las primeras observaciones factor de crecimiento
de levaduras, se le llamé biotina (Moss y Lane, 1971)

Boas fue el primero en demostrar la necesidad de biotina en mamiferos a partir de la
observacion de ratas alimentadas con clara de huevo. En 1916, Bateman observé que
las ratas alimentadas con una dieta con clara de huevo cruda como unica fuente de
proteina desarrollaban un sindrome caracterizado por enfermedades neuromusculares,
dermatitis grave y pérdida de pelo (alopecia). El sindrome podia evitarse cocinando la
proteina o administrando levadura, higado o extracto de ellos; a dicho efecto se le
denomino mal de las claras de huevo (Moss y Lane, 1971)

En 1940, Snell descubrié una glicoproteina tetramérica de 67 kDa presente en la clara
de huevo, que presenta en su superficie regiones hidrofébicas, que le permiten unir con
gran afinidad y de forma irreversible a la biotina. Esta glicoproteina fue llamada avidina
(Goodman, 1996). La avidina fue aislada por primera vez por Eakin y cols. en 1941. La
constante de afinidad entre avidina y biotina es de 10™'° M, y sus propiedades se utilizan

en una gran variedad de técnicas en biologia molecular (Mock, 1996; Goodman, 1996)



1.2.2 Quimica de la biotina

La estructura de la biotina fue definida por Du Vigneaud y cols., en 1942; Harris, un afio
después, confirmd su estructura mediante experimentos de sintesis total y analisis de
rayos X (Moss y Lane, 1971). A partir de esos estudios se demostré que la biotina es el
acido hexanidro-2-oxo-1H-tieno[3,4-d]imidazol.4-pentanoico, un acido monocarboxilico,
estable al calor, soluble en agua (0.02% p/v) y etanol (0.08% p/v) y susceptible a la
oxidacion (Dakshinamurti y Chauhan, 1988).

La biotina tiene un peso molecular de 244.31 g/mol y su punto de fusion es de 232-
233°C; la molécula contiene tres carbonos asimétricos en su estructura, por lo que
existen ocho estereoisbmeros de los cuales solo uno, conocido como d-(+)-biotina o
simplemente biotina, se encuentra en la naturaleza y es activo enzimaticamente (Merk,
1996).

La biotina es un compuesto biciclico, uno de los anillos contiene un grupo ureido (-N-
CO-N-), y el otro anillo contiene un atomo de azufre (denominado anillo

tetrahidrotiofano) y una cadena de acido valérico (Mock, 1996).(Fig 1)
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Figura 1. Estructura molecular de la biotina

No se ha reportado toxicidad de la biotina hacia el hombre, a pesar de la administracion
de 5 a 10 mg diarios durante periodos de hasta 6 meses (Appel y Briggs 1988).



1.2.3 Metabolismo de la biotina

La biotina se encuentra en una gran variedad de alimentos, algunos de ellos son:
higado, rifién (100 ug/100 g); la yema de huevo (52 ug/100 g); soya, cacahuates,
avellanas, coliflor, hongos, lentejas y nueces (29 a 100 pg/100 g); carne de pollo (11
Mg/100 g); cereales enteros cocidos como maiz, sorgo, cebada y avena (7 a 30 pg/100
g); platano toronja y sandia (2-4 ug/100 g); la leche y el pescado (23 y 60 /100 g. La
biotina puede ser sintetizada por bacterias que habitan el tracto gastrointestinal de los
seres humanos y otras especies de animales, donde una parte puede ser absorbida
(Appel y Briggs 1988). El requerimiento diario de biotina en los adultos se ha fijado en
un valor provisional de 30 a 100 pg, por parte del Committee on Dietary Allowances. La
dieta norteamericana en promedio provee entre 100 y 300 pg de la vitamina.(Mock,
1996).

La biodisponibilidad de la biotina varia sustancialmente dependiendo de cada alimento,
en general es menor al 50%, aunque en algunos alimentos puede llegar hasta el 100%,
esto refleja una susceptibilidad diferencial que depende de la digestion, sin embargo los
factores que controlan la disponibilidad de la biotina han sido poco estudiados. En los
alimentos la biotina se encuentra en tanto en forma libre como unida covalentemente a
proteina, especificamente a un residuo de lisina (biocitina) (Dakshinamurti y Chauhan,
1994). Para su absorcién se requiere romper el enlace formado por la biotina y las
proteinas por accion de la enzima biotinidasa (Hymes y cols., 1996).La biotina libre se
absorbe rapidamente por los enterocitos de la porcion distal del duodeno y proximal del
yeyuno, y posteriormente pasa al torrente sanguineo. La entrada a las células se lleva a
cabo a través de un transportador multiple de vitaminas dependiente del sodio (SMVT)
que reconoce principalmente la porcion del acido valérico de la biotina (Cohen y cols.,
1982; Chatterjee y cols., 1999). El SMVT es una proteina transmembranal de 69 kDa
que funciona como simportador electrogénico, con un amplio rango de sustratos.
Transporta biotina, acido lipoico y acido pantoténico junto con el sodio, con una
estequiometria de 2:1 sodio-sustrato, es decir, por cada molécula de vitamina que entra
a la célula, dos iones de sodio son cotransportados al interior de la misma (Prasad y
cols., 1999; Wang y cols., 1999).



La afinidad del SMVT para al acido pantoténico y acido lipoico es de 1~4.9 yM y de
1.6~5 pM respectivamente, mientras que para la biotina es de 3~20 uM (Wang y cols.,
1999; y Prasad y cols., 1999, 2000). Aunque hay una baja afinidad del SMVT por la
biotina, recientemente se ha demostrado que es el responsable del transporte de esta
vitamina en higado e intestino (Grafe y cols., 2003).

Existen estudios que aportan evidencia de que la biotina puede ser transportada por
mas de un acarreador. Zempleni y cols.. demostraron la existencia de un transporte de
biotina de alta afinidad en células mononucleares de sangre periférica (PBMC). La Km
estimada para este transportador es de 2.6 nM, valor cercano a los niveles de biotina
reportados en plasma de individuos sanos. Otros sistemas semejantes de transporte de
biotina de alta afinidad han sido reportados en queratinocitos y astrocitos. (Grafe y cols.,
2003)



1.2.4 La biotina como cofactor de las carboxilasas.

Las enzimas carboxilasas son sintetizadas como apocarboxilasas, carentes de actividad
enzimatica. Cada enzima es activa sélo cuando se encuentra unida covalentemente a la
biotina y entonces es llamada holocarboxilasa.

La biotina es unida a un grupo (€)-amino de un residuo de lisina de la carboxilasa en su
sitio activo, lo que se conoce como biotinilacion, esta reaccion es catalizada por la
enzima holocarboxilasa sintetasa (HCS) que une covalentemente la biotina al residuo
lisina de la carboxilasa en su sitio activo. Esta modificacion post-transduccional es
altamente especifica para proteinas aceptoras de biotina.

La biotinilacidén de las apocarboxilasas requiere la activacién de biotina por ATP, lo que
resulta en la formacion de un intermediario llamado biotinil-adenilato (Wallace vy
Jitrapakdee, 2003). Este compuesto es esencial en la accidén de la biotina tanto en su
funcién de cofactor como en su funcion sobre la expresidon de genes.

El grupo biotinilo es transferido a la apoenzima para formar la carboxilasa activa. Estas
dos reacciones parciales son catalizadas por la HCS (Achuta y cols., 1977).

Como todas las proteinas, las carboxilasas tienen una vida media y requieren de
recambio. En el proceso de recambio proteico, las proteinas con biotina son
catabolizadas hasta péptidos pequefos y aminoacidos, entre los que se encuentra la
biotinil-lisina, también conocida como biocitina (Weiner y cols., 1985; Ledn-Del Rio y
cols. 1990). La biotina es liberada de la biocitina por la accidon de la enzima biotinidasa,
la cual corta especificamente la union del péptido entre la biotina y el grupo (g)-amino
del residuo de lisina quedando disponible nuevamente para ser utilizada (Fig. 2). A
partir de este ciclo de recambio de biotina, los mamiferos han desarrollado una forma
eficiente para asegurar un suplemento y utilizacion adecuados de la biotina.

En estudios recientes su ha sugerido que las enzimas que participan en el recambio de
biotina: la biotinidasa y la HCS, pueden tener otras funciones ademas de participar en
el reciclamiento de la biotina, se ha demostrado que la biotinidasa participa en el
transporte de la biotina y que la HCS y la biotinidasa estan localizadas tanto en

citoplasma como en nucleo. En este organelo intervienen en la biotinilacion de histonas;



estas modificaciones parecen tener un papel importante en el ciclo y proliferacion
celular (Hymes y cols., 1995, 1996).

La biotina aparece en la orina predominantemente en la forma de biotina intacta y en
cantidades menores como los metabolitos bis-norbiotina y sulféxido de biotina. Los

mamiferos son incapaces de degradar el sistema biciclico de la biotina (Goodman,
1996)
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1.2.5 La biotina como regulador de la expresion genética

En la actualidad se ha establecido que, ademas de su funcion clasica como grupo
prostético, la biotina modifica la expresidn genética, tanto a nivel de la transcripcion
como de la traduccion. Este efecto es analogo al de otras vitaminas que, aparte de sus
funciones como sustratos y cofactores, regulan la expresion genética. Los ejemplos
mejor estudiados son los de las vitaminas A y D, que actuan como ligandos de
receptores nucleares de la superfamilia de receptores hormonales y, de esta manera,
afectan diversas funciones como la morfogénesis, inmunidad, diferenciacion y
metabolismo (Balmer, 2002).

La biotina participa en la regulacién de la transcripcidn de diversos genes. Esto se ha
demostrado tanto para las enzimas que requieren de la vitamina como grupo prostético
y sustrato, como son la holocarboxilasa sintetasa (HCS) (Rodriguez-Melendez y cols.,
2001; Solorzano-Vargas y cols., 2002); la acetil Coenzima A carboxilasa 1 (ACC1); la
propionil Coenzima A carboxilasa A (PCCA) (Solorzano-Vargas y cols., 2002); como
para proteinas que no la requieren como cofactor; entre estas ultimas se han
identificado a la glucocinasa hepatica (Chauhan y cols., 1991), la fosfoenolpiruvato
carboxicinasa hepatica (Dakshinamurti y cols., 1994), la glucocinasa pancreatica
(Borboni y cols., 1996; Romero-Navarro y cols., 1999); la insulina (Romero-Navarro y
cols., 1999; Yoshikawa y cols., 2002); el factor transcripcional PDX-1 (Yoshikawa y
cols., 2002), la interleucina 2 y el receptor de interleucina 2 (Manthey y cols., 2002;
Rodriguez-Melendez y cols., 2003) y los factores transcripcionales NF-kB3, N-myc, c-
myb, N-ras y raf (Rodriguez-Meléndez y cols., 2003; Scheerger y cols., 2003).

La accion de la biotina sobre la expresion genética parece ser muy amplia: en un
estudio de microarreglos en células mononucleadas de sangre periférica humana, se
encontré que la biotina afecta positivamente la expresién de 139 genes, mientras que
disminuye la de otros 131 (Wiedmann y cols., 2004).

En los ultimos afnos han comenzado a delinearse los mecanismos moleculares a través
de los cuales la biotina modifica la expresidén de genes. Se han identificado diferentes
vias, no necesariamente excluyentes, que podrian participar en la accion genética de la

vitamina: la activacion de la guanilato ciclasa soluble y la biotinilacion de histonas.
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Estudios pioneros de Vesely en 1982 descubrieron que la adicion de biotina a extractos
celulares aumentaba la actividad de la guanilato ciclasa soluble.(Vesely, 1982).
Posteriormente Spence y Koudelka,encontraron que el aumento producido por la biotina
en la actividad de la glucocinasa hepatica estaba precedido por un incremento en las
concentraciones intracelulares de GMPc (Spence y Koudelka 1984), lo que sugeria que
la biotina ejercia su efecto génico a través de este segundo mensajero. A partir de
entonces, diversos estudios han identificado que un denominador comun en el efecto
de la biotina sobre la expresion genética involucra el incremento en la actividad de la
guanilato ciclasa soluble (GCs), la elevacion de las concentraciones de guanosil
monofosfato ciclico (GMPc) intracelular, y la participacion de la proteina cinasa G (PKG)
(Chauhan y cols., 1991; De la Vega, 2000 ;Solorzano-Vargas y cols., 2002).

Se ha propuesto que el compuesto biotinilF-AMP es el vinculo en la cascada de
fosforilaciones involucradas en la regulacion de la expresion genética por la biotina.
Este compuesto es formado por la holocarboxilasa sintetasa en la primera etapa de su
accion catalitica (Solorzano-Vargas y cols., 2002). Estos investigadores encontraron
que la regulacion de la expresion de la acetil-CoA carboxilasa 1, la propionil-CoA
carboxilasa y de la propia holocarboxilasa sintetasa requiere de la actividad enzimatica
de la holocarboxilasa sintetasa. Con base en sus resultados proponen que el biotinil-
AMP, por un mecanismo aun desconocido, activa la guanilato ciclasa soluble, y que, de
esta manera, se incrementa el contenido de GMPc, que a su vez activa a la PKG,
favoreciendo asi una serie de fosforilaciones que modifican la expresién de los genes

(Solorzano-Vargas y cols., 2002)

Otro mecanismo molecular que podria estar involucrado en la efecto de la vitamina
sobre la expresion genética es la biotinilacion de histonas. Diversas observaciones en la
décadas de los 60 y 70 sugerian acciones nucleares de la biotina: la presencia de
biotina en el nucleo (Dakshinamurti y cols., 1963), las alteraciones en animales
deficientes de biotina en la fosforilacion, metilacion y acetilacion de las histonas, y en la
asociacion de estas ultimas con el DNA indicaban un posible efecto de la vitamina

sobre la cromatina (Petrelli y cols., 1978). Posteriormente, estudios in vitro demostraron
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que las histonas son susceptibles a ser biotiniladas, lo que otorgaba una explicacion a
la presencia de biotina en el nucleo y a la relacién entre biotina e histonas (Hymes y
cols., 1995). En afios recientes se ha encontrado que, efectivamente, las histonas en
las células se encuentran biotiniladas) y se ha propuesto que esta modificacion
covalente, similar a modificaciones covalentes como la metilacion y/o acetilacion de las
histonas, podrian ser parte de los mecanismos a través de los cuales la biotina modifica
la expresion genética (Crisp y cols. 2004; Stanley y cols., 2001; Peters y cols. 2002). La
presencia en el nucleo de dos enzimas claves en el metabolismo de la biotina, la
biotinidasa y la holocarboxilasa sintetasa (Hymes y cols., 1999; Stanley y cols., 2001),
asi como su demostrada capacidad de biotinilar histonas, apoyan igualmente esta
hipétesis. Recientemente se encontr6 que la holocarboxilasa sintetasa esta asociada
con la cromatina y la [amina nuclear, y que durante la mitosis se encuentra distribuida
en estructuras en forma de anillo. Ademas, los fibroblastos de pacientes con deficiencia
en la enzima presentan menos histonas biotiniladas que los fibroblastos de individuos
no deficientes (Narang y cols.,, 2004). Entre las funciones relacionadas con la
biotinilacion de histonas se encuentran el incremento en la abundancia de éstas durante
la proliferacion celular de linfocitos polimorfonucleares (Zempleni y cols., 2001), los
cambios en la biotinilaciéon de histonas durante el ciclo celular (Stanley y cols., 2001) y
el incremento en la biotinilacion de histonas producidas por dafio al DNA causado por
luz ultravioleta (Peters y cols. 2002). Estas funciones sugieren que la biotinilacion de
histonas podria estar ligada a la reparacion y/ o replicacion del DNA.
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1.2.6 La biotina como agente terapéutico

Existen investigaciones que han encontrado que dosis farmacologicas de biotina
pueden ser usadas terapéuticamente en el tratamiento de diversas afecciones como la
diabetes mellitus, y la hipertrigliceridemia (Fernandez-Mejia, 2005): Se ha reportado
que la administracion de dosis farmacologicas de biotina entre 2 y 16 miligramos al dia
disminuyen la hiperglucemia y la hipertrigliceridemia en humanos: Pacientes con
diabetes tipo 1 tratados durante una semana con biotina (16 miligramos al dia),
disminuyeron sus concentraciones de glucosa en ayuno (Coggeshal y cols., 1985). En
un estudio en pacientes japoneses con diabetes tipo 2 (Maebashi y cols., 1993), se
encontré que la administracion oral de 9 mg de biotina diariamente durante un mes
disminuyo las concentraciones sanguineas en ayuno de glucosa, piruvato y lactato; al
suspender la administracion de la vitamina se produjo un retorno a las concentraciones
hiperglucémicas observadas antes del inicio del tratamiento. Nuestro grupo ha
encontrado que en pacientes diabéticos tipo 2 y en individuos no diabéticos con
hipertrigliceridemia, el tratamiento con 15 mg/ dia de biotina durante 28 dias disminuye
las concentraciones plasmaticas de triglicéridos (Revilla-Monsalve y cols. 2006). En
modelos animales con diabetes tipo 2 también se ha reportado que dosis de biotina de
2 mg/ Kg. de peso disminuye la hiperglucemia (Reddi y cols., 1988, Zhang y cols.,
1996). El efecto terapéutico de la biotina sugiere estar ligado a su efecto sobre la
expresion genética (Fernandez-Mejia, 2005). Es interesante resaltar que recientemente
ha aparecido en el mercado un medicamento de patente (Diachrome®) conteniendo
biotina (2 mg) y picolinato de cromo (600 microgramos) como alternativa para el
tratamiento de diabetes tipo 2 (Fernandez-Mejia, 2005).
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1.2.7 Deficiencia de biotina

En el humano se han descrito dos defectos en el ciclo de utilizacion de biotina y ambos
producen un padecimiento conocido como deficiencia multiple de carboxilasas (DMC).
El primer tipo se debe a una deficiencia en la enzima holocarboxilasa sintetasa y se
conoce como DMC Neonatal o de aparicién temprana, consiste en una alteracién en al
mecanismo de union de la biotina a las apocarboxilasas evitando que se produzcan
enzimas activas y debe su nombre a que los sintomas se presentan poco después del
nacimiento. La DMC Juvenil o de aparicion tardia, es causada por la deficiencia de la
enzima biotinidasa, lo que ocasiona un defecto en el reciclamiento de biotina.(Wolf y
Heard, 1991 y Wolf, 1995).

Gompertz y cols.. identificaron por primera vez un error congénito asociado al
metabolismo de biotina, la (B)-metilcrotonil glucinuria (Gompertz, 1973). A partir de
esos estudios han surgido una serie de numerosos reportes describiendo a pacientes
con una o multiples deficiencias de las enzimas dependientes de biotina (PC, PCC ACC
y MCC). Los pacientes con alguna deficiencia de las carboxilasas no responden al
tratamiento oral de biotina, y su tratamiento en su mayoria es dietético; mientras que la
mayoria de los individuos con algun tipo de DMC que han recibido tratamiento con
biotina han mejorado su condicion al administrarseles dosis farmacoldgicas de la
vitamina (Cowan, 1982).

Los sintomas clinicos de la deficiencia de biotina son alopecia, glositis atrofica,
dermatitis, erupciones eritematosas, lasitud, anorexia, anemia leve, resequedad en la
piel, infecciones producidas por hongos y cambios en el sistema cardiovascular. Los
sintomas neuroldgicos notados en adultos incluyen depresion ligera, somnolencia,
dolor muscular hiperestesia y parestesia. Estos sintomas pueden ser producidos de
manera artificial en individuos y animales en experimentacion con una dieta con alto
contenido de clara de huevo y deficiente de biotina (Appel y Briggs 1988).

Actualmente no se puede definir un cuadro clinico caracteristico de estas deficiencias
debido a la gran variabilidad observada en la expresion de estos errores del
metabolismo, por ello el diagndstico se realiza determinando la actividad especifica de
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la biotinidasa sérica y de las carboxilasas mitocondriales en cultivo de fibroblastos o en

linfocitos de sangre periférica (Burriy cols., 1985 )

Figura 3. Ejemplo de deficiencia de biotina inducida en ratas comparada con su control

a las 6 semanas de tratamiento con dieta deficiente.
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1.2.8 Carboxilasas dependientes de biotina

Las reacciones de carboxilaciéon tienen una participacibon muy importante en el
metabolismo intermediario, ya que actuan en reacciones clave de la sintesis y
elongacion de los acidos grasos, anaplerosis del ciclo de Krebs, gluconeogénesis vy
catabolismo de algunos aminoacidos. ( Combs, 1992)

Existen cinco carboxilasas dependientes de biotina: la piruvato carboxilasa (PC) que
cataliza la conversion de piruvato a oxalacetato en la gluconeogénesis; la propionil-CoA
carboxilasa (PCC), que lleva a cabo la reaccién en la que propionil-CoA se convierte en
d-metilmalonil-CoA que pertenece a la via catabdlica de los acidos grasos de cadena
impar; la 3-metilcrotonil-CoA carboxilasa (MCC) que convierte 3-metilcrotonil-CoA a 3-
metilglutaconil-CoA en la via degradativa de la leucina; y dos isoformas de la acetil-CoA
carboxilasa (ACC-1 y ACC-2) que carboxila la acetil-CoA para formar malonil-CoA en la
sintesis de acidos grasos. (Mock, 1996).

Tres de las cinco carboxilasas son mitocondriales y ACC se encuentra tanto en
mitocondria (en su isoforma 2), como en el citosol (en su isoforma 1) las cinco enzimas
usan un mecanismo catalitico similar dependiente de ATP (Moss y Lane, 1971y Wolf,
1995).

La mayoria de las reacciones catalizadas por las carboxilasas dependientes de biotina
tienen mecanismos cataliticos similares. La mayoria contiene tres componentes
funcionales: la region de carboxilacion de la biotina (BC), la region de transferencia del
complejo carboxibiotina (CT) y la region acarreadora del complejo carboxibiotina
(BCCP). La reaccién de carboxilacion ocurre en dos pasos y en dos sitios separados,
en la primera parte de la reaccién, la biotina es acarreada a la region de carboxilacion
(BC) donde se une al COa, el cual proviene de un intermediario formado entre ATP y
bicarbonato, la unidn se realiza en la posicion N1 de la biotina formando el complejo
carboxibiotina. Este complejo se traslada con ayuda de la region BCCP hasta la region
CT que descarboxila el complejo carboxibiotina y transfiere el grupo carboxilo al
sustrato aceptor que puede ser piruvato, acetil-CoA, propionil-CoA o 3-metilcrotonil-
CoA, respectivamente.(Wallace y Jitrapakdee, 2003) (Fig 5).
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Figura 4. Mecanismo de reaccion de las carboxilasas dependientes de biotina

Las enzimas dependientes de biotina requieren de un cation metalico divalente en
exceso, esto sugiere que los cationes metalicos estan involucrados en la orientacion del
bicarbonato para ser atacado por el grupo fosfato del ATP, disminuyendo la repulsién
por las cargas negativas entre ambos compuestos.

Se sabe que no solo hay similitud entre el mecanismo de reaccion de las enzimas
dependientes de biotina, también existe un alto grado de similitud entre la secuencia de
aminoacidos de los dominios funcionales. Por ejemplo, el dominio BCCP se encuentra
conservado en todas las carboxilasas dependientes de biotina; y el dominio de
carboxilacion de la biotina tiene gran similitud entre la ACC de E. Coli y la PC de
eucariotes (Jitrapakdee y Wallace, 2003)
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1.3 PIRUVATO CARBOXILASA (PC) [EC 6.4.1.1]

La enzima piruvato carboxilasa es miembro de la familia de enzimas dependientes de
biotina; fue descrita por primera vez en 1960 por Utter y Keech cuando estudiaban la
gluconeogénesis en el higado de pollo. Estudios posteriores demostraron que la PC

existe en la mayoria de los organismos (Wallace y cols.. 1998)

1.3.1 Funcién

Es una enzima clave de la gluconeogénesis y en mamiferos se expresa de manera
tejido especifica, se sabe que tiene una mayor actividad en higado y rifion (tejidos
gluconeogénicos), tejido adiposo y glandulas mamarias (tejidos lipogénicos) e islotes
pancreaticos. La actividad de PC es moderada en cerebro, corazén y glandulas
adrenales y muy baja en leucocitos y fibroblastos (Wallace y cols.. 1998; Jitrapakdee y
Wallace, 1999)

En higado y rifidn, cataliza el primer paso de la gluconeogénesis. En los tejidos
lipogénicos participa en la sintesis de acidos grasos, en el transporte de grupos acetilo
via citrato y de equivalentes reducidos via malato desde la mitocondria al citosol. En
todos los tejidos, pero particularmente en el cerebro, tiene un papel anaplerético en el
ciclo de los acidos tricarboxilicos, al catalizar la formacion de oxaloacetato (Wallace y
cols.. 1998; Jitrapakdee y Wallace, 1999).

En condiciones de ayuno la gluconeogénesis aporta mas del 96% de la produccion total
de glucosa (Rothman y cols., 1991). Se ha encontrado que al igual que las enzimas
gluconeogénicas la actividad de la PC se encuentra incrementada, lo que sugiere un
papel principal en esta via (Owen y cols., 1976).

Aunque al principio la PC fue considerada solo una enzima gluconeogénica, también se
ha reconocido que tiene un nivel de expresion alto durante la diferenciaciéon de los
adipocitos (Mackall, 1977).
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1.3.2 Mecanismo de reaccion

La PC cataliza la carboxilacion dependiente de ATP del piruvato para formar
oxalacetato en dos pasos y en dos regiones diferentes (Fig 6).

MgATP + HCO; + PC—biotina
I (1)
MgADP + Pi + PC—biotina—CO3

O
. o ]
PC—biotina—CO; + H;C—C—COO
Piruvato
Acetil-CoA l, T {2}]
0]

. Il
PC—biotina + -00C—H,C— C— COO
Oxaloacetato

Figura 5. Mecanismo de reaccion de la PC. Formacion del complejo carboxibiotina (1);
formacion de oxalacetato por carboxilacion del piruvato.(2) (Jitrapakdee y Wallace,
2003)

21



1.3.3 Estructura

La forma nativa de la PC estda compuesta por cuatro subunidades idénticas (a4)
ordenadas en diferentes planos de forma ortogonal a cada una, conformando una
estructura tetraédrica (Fig 5). Cada subunidad pesa entre 120-130 kDa y cada una
contiene unida a la biotina de forma covalente. La secuenciacion del gen que codifica
para la PC indica la existencia de tres dominios funcionales, dominio BC (ubicado en la
region N-terminal), el dominio BCCP y el dominio CT, descritos anteriormente y
comunes para todas las carboxilasas dependientes de biotina (Wallace y cols., 1985;

Jitrapakdee y cols., 1996)

Figura 6. Microscopia electrénica de la estructura cuaternaria de la PC (Jitrapakdee y
Wallace, 1999)
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1.3.4 Sintesis y degradacion.

En mamiferos la PC es codificada por un solo gen que da lugar a varias isoforrmas de
mMRNA con diferentes 5’-UTRs (regiones no traducibles) pero que contienen la misma
region codificante. La expresion de estas isofomas es tejido-especifica, sin embargo no
se han reportado isoenzimas tejido-especificas (Jitrapakdee y cols., 1996).

La enzima recién sintetizada sufre una modificacion post-transduccional donde la
biotina se le une covalentemente a un residuo especifico de lisina localizado en la parte
C-terminal de cada protebmero, generando asi la proteina activa (Chapman y Cronan,
1999). La reaccion de biotinilacion fue descrita en el ciclo de la biotina.

La PC se localiza exclusivamente en la matriz mitocondrial (Jitrapakdee y Wallace,
1999). Muchos estudios han demostrado que las enzimas que participan en el
metabolismo de Ila glucosa se encuentran asociadas formando complejos
multienzimaticos, (Jitrapakdee y Wallace, 1999). La PC se encuentra asociada de
manera especifica con otras enzimas mitocondriales: se asocia con aspartato
transferasa o malato deshidrogenasa formando complejos binarios; y se asocia con
aspartato aminotransferasa y glutamato deshidrogenasa formando complejos terciarios
(Jitrapakdee y Wallace, 1999)

El tiempo de vida media de la PC en higado de rata es de 4.6 dias; lo que es
relativamente mayor al tiempo de recambio promedio de 3.8 dias para las proteinas
mitocondriales  (Jitrapakdee y Wallace, 1999). Sin embargo en lineas celulares
humanas, (HE(39)L y 3T3-L1) y en adipocitos de raton (Chandler, 1985), se ha
encontrado que el tiempo de vida media de la PC es menor. La degradacion de la PC
en estas lineas celulares puede deberse a la via degradativa autofagical/lisosomal de la
mitocondria (Chandler, 1985)
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1.3.5 Regulacion alostérica

Uno de los aspectos de la funcion de la PC que ha recibido mayor atencion, es su
regulacion por acetil-CoA. En general, la actividad de la enzima de vertebrados es
dependiente de acetil-CoA.. En el caso de la enzima de higado del pollo, se ha visto
mediante microscopia electronica, que la acetil-CoA tiene un efecto estabilizador sobre
la estructura de la enzima (Mayer, 1980)

El acetil-CoA tiene un efecto positivo sobre la actividad de la enzima. A concentraciones
saturantes de acetil-CoA (Ka = 6,6 mM), la actividad maxima que se obtiene es tres o
cuatro veces mayor que cuando esta ausente. El efecto activador del acetil-CoA, esta
en concordancia con la funcién anaplerética de la enzima. Esta activacion es inhibida
competitivamente por el NADH, el cual, no afecta la actividad basal. Ademas del acetil-
CoA, los acil-CoA de cadena larga son también potentes activadores de la enzima; la
Ka para el palmitoil-CoA es dos ordenes de magnitud menor que la del acetil-CoA
(Myers, 1983).

El aspartato, por otra parte, es un inhibidor no competitivo de la enzima (Ki = 1,9 mM),
mientras que el oxalacetato muestra una inhibicién competitiva con respecto al piruvato
(Ki = 0,22 mM). La inhibicion por aspartato parece ser un mecanismo de control
especifico, ya que otros acidos dicarboxilicos no producen una inhibicién sustancial
(Millei, 1972).

1.3.6 Deficiencia

La deficiencia de PC es de origen genético donde se afecta la actividad de la enzima
por alguna mutacion, es una enfermedad autosomica recesiva de baja incidencia (1:
250 000). Se caracteriza por una acumulacion de acido lactico, citrulina, amonio y lisina
en sangre (Wallace y cols.. 1998). La deficiencia de PC es heterogénea y se divide en
tres grupos dependiendo del tipo de manifestaciones clinicas y la poblacion en la cual
se presente. El grupo A, se caracteriza por acidemia lactica y retraso psicomotor, ha

sido observado en la poblacién nativa de América del norte y en estadounidenses de
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origen caucasico y japonés. El grupo B presenta un cuadro clinico complejo que incluye
acidemia lactica neonatal severa, hiperamonemia, citrulinemia e hiperlisinemia. Es una
enfermedad neonatal y puede producir la muerte antes de los tres meses. Se han
localizado casos Canada, Francia, Arabia Saudita, Suecia y Alemania Occidental. El
tercer grupo lo conforma un solo caso donde el paciente padecia de episodios
intermitentes de acidosis metabdlica en etapa infantil, pero a diferencia de los
parametros clinicos del grupo A, no presento retraso psicomotor y tuvo un desarrollo
normal (Robinson, 2001)
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1.4 PROPIONIL-CoA CARBOXILASA (PCC) [EC 6.4.1.4]

La propionil-CoA carboxilasa es una enzima mitocondrial multimérica involucrada en el
catabolismo de acidos grasos de cadena impar, de los aminoacidos isoleucina,
treonina, metionina y valina y del colesterol. Cataliza la carboxilacién de propionil-CoA
para formar metilmalonil-CoA, que alternativamente se convierte en succinil-CoA, para
entrar al ciclo de los acidos tricarboxilicos. También forma parte del grupo de enzimas
dependientes de biotina.(Frantisek y cols., 1980)

1.4.1 Mecanismo de reaccion

La PCC cataliza la carboxilacion dependiente de ATP del propionil-CoA para formar

metilmalonil-CoA (Fig 8)

MgATP + HCO; + PCC-—Dbiotina
1 (1)
MgADP + Pi + PCC—biotina-CO,

o i
PCC—biotina—CO; + H;C-CH,-C- SCoA
Propionil-CoA
11 (2)
00 9
PCC—biotina + Hac'ﬁ‘c‘ SCoA

Metilmalonil -CoA

Figura 7. Mecanismo de reaccion de la PCC. Formacién del complejo carboxibiotina (1);

formacion de metilmalonil-CoA por carboxilacion del propionil-CoA
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1.4.2 Estructura

La estructura de PCC esta compuesta de por dos unidades diferentes, una subunidad
llamada PCC-a y una subunidad PCC-B, en una configuracion dodecamérica con
arreglo abb6. La subunidad a tiene un peso molecular de 72 kDa y la subunidad 3 pesa
56 kDa. Cada subunidad es codificada por genes independientes denominados PCCA
y PCCB. La subunidad a es la que contiene el dominio de union a la biotina.

1.4.3 Deficiencia de

En humanos la deficiencia de PCC es causada por una mutacién de la enzima que
altera su actividad, es de tipo hereditaria y genera la enfermedad conocida como
acidemia propionica. Los individuos afectados presentan cetoacidosis metabdlica
severa, hiperamonemia, hiperglicinemia, hipoercarnitinemia y un patron caracteristico
de acidos organicos en orina.(Pérez-Cerda y cols., 2003). La acidemia propionica se
divide en dos grupos dependiendo en que gen se localiza la mutacion, PCCA o PCCB.
Hasta el momento se han localizado alrededor de 60 mutaciones en los genes PCCA y
PCCB alrededor del mundo. Una de las caracteristicas mas notables de la acidemia
propionica es el grado en que los pacientes son afectados, ya que algunos no
presentan cuadros clinicos, mientras que en otros, puede ser potencialmente mortal
(Wolf, 2001; Campeau y cols., 1999).
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1.5 ACETIL-CoA CARBOXILASA (ACC) [EC 6.4.1.2]

La acetil-CoA carboxilasa cataliza la carboxilacion de acetil-CoA, que lleva a la
formacion de malonil-CoA, que es utilizado como un donador activo de atomos de
carbono en la sintesis de novo y elongacién de los acidos grasos y tiene un papel
regulador en la lipogénesis y en la (-oxidacion, ademas interviene en la génesis de la
membrana celular (Kim y cols., 1989).

1.5.1 Mecanismo de reaccion

La ACC cataliza la carboxilacion dependiente de ATP del acetil-CoA para formar
malonil-CoA (Fig 9).

MgATP + HCO; + ACC—biotina
1 (1)
MgADP + Pi + ACC—biotina-CO,

.. o i
ACC—biotina—CO, +  HyC-C-SCoA

Acetil-CoA
(2)
1
1
ACC—biotina + HOOC-H,C-C-SCoA
Malonil-CoA

Figura 8. Mecanismo de reaccion de la CC. Formacion del complejo carboxibiotina (1);
formacion de malonil-CoA por carboxilacion del acetil-CoA (2)
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1.5.2 Estructura

En la ACC de E. coli las tres regiones que participan en la carboxilacién estan
compuestas de la siguiente forma: la region BC en un homodimero de 49 kDa cada uno,
la region CT es un heterotetramero con una subunidad a (35 kDa) y una subunidad b
(30 kDa) en un arreglo a2b2 y la regién BCCP es un homodimero de 16.7 kDa cada
uno, donde la mitad C-terminal de ambos abarca la region acarreadora de biotina. En
mamiferos las tres regiones que intervienen en la carboxilacidon se encuentran en el
mismo polipéptido formando una enzima multifuncional. Existen dos isoenzimas la
ACC-1(265 kDa) y ACC-2 (280 kDa) que se han encontrado como productos de genes
separados en el humano y presentan un 75% de similitud en su secuencia de
aminoacidos. ACC-1 es una enzima citosolica, y se expresa predominantemente en
tejidos lipogénicos (higado, tejido adiposo y glandulas mamarias) donde su papel
principal es la sintesis de acidos grasos. En contraste la ACC-2 esta asociada con la
region de la mitocondria que esta en contacto con el citoplasma, y se expresa en
corazon y musculo esquelético donde su papel fisiologico es el de regulacién de la
oxidacion de los acidos grasos (Boone y cols., 1999). La actividad de ACC esta
regulada post-transcripcionalmente por fosforilacion y desfosforilacion (Kim y cols.,
1989)

1.5.3 Deficiencia

A diferencia de otras carboxilasas dependientes de biotina, la deficiencia de ACC es
extraordinariamente rara. Hasta el momento, sélo ha sido reportado un solo caso en un
recién nacido que presentaba miopatia hipotonica, dafio cerebral y crecimiento lento.
Los analisis bioquimicos revelaron la acumulacién de productos derivados del butiril-
CoA intermediario en la sintesis de acidos grasos, asi como deficiencia en la actividad
de acetil-CoA en tejido hepatico y fibroblastos.(Blom y Scholte, 1981)
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1.6 B-METILCROTONIL-CoA CARBOXILASA (MCC) [EC 6.4.1.4]

La enzima MCC cataliza el cuarto paso en la degradacion de la cadena del aminoacido
leucina. Es una enzima mitocondrial y se expresa predominantemente en higado y

rinon.

1.6.1 Mecanismo de reaccion

La MCC cataliza la carboxilaciéon dependiente de ATP del (-metilcrotonil-CoA para

formar 3-metilglutaconil-CoA (Fig 10).

MgATP + HCOF + MCC—biotina
1 (1)
MgADP + Pi +MCC—biotina-CO;

H,C. i
- o _C=CH-C-SCoA
MCC—biotina—CO, + HC

B-Metilcrotonil-CoA
1

—
-2
—r

MCC—biotina +  HOOC-CH,-C=CH-C-SCoA
B-Metilglutaconil-CoA

Figura 9. Mecanismo de reaccion de la MCC. Formacion del complejo carboxibiotina

(1); formacion de malonil-CoA por carboxilacion del acetil-CoA
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1.6.2 Estructura

La MCC, al igual que la PCC esta compuesta por dos subunidades, a y B codificadas
por los genes MCCA y MCCB. Su forma funcional estda compuesta por seis
heterodimeros formando una estructura con un arreglo (ap)6. La subunidad a pesa
alrededor de 80.5 kDa y contiene el dominio de union a biotina; la subunidad b pesa
61.3 kDa (Jitrapakdee y Wallace, 2003; Desviat y cols., 2003)

1.6.3 Deficiencia de MCC

La deficiencia de MCC causa una enfermedad conocida como metilcrotonilglicinuria.
Los pacientes con esta enfermedad presentan un fenotipo variable, que puede ir desde
lo asintomatico hasta lo severo y en algunos casos puede conducir a un estado de
coma e incluso la muerte. A nivel bioquimico, los pacientes presentan una excresion
elevada de 3-metilcrotonilglicina y acido 3-hidroxivalérico, asi como niveles elevados de
3-hidroxi-isovaleril-carnitina en sangre y orina. la mayoria de las mutaciones
encontradas en los genes MCCA y MCCB son mutaciones sin sentido, es decir, que
hay inserciones y deleciones pero sin que exista una correlacién entre genotipo y
fenotipo. El tamiz neonatal ha revelado que esta enfermedad parece ser la aciduria
organica mas frecuente en Norteamérica, Europa y Australia.(Desviat y cols., 2003;

Baumgartner y cols., 2004)
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1.7 INTEGRACION DEL METABOLISMO DE LAS CARBOXILASAS DEPENDIENTES

DE BIOTINA

leucina

4
v

Glucélisis B-metilcrotonil-CoA
HCO3
ATP
ADP+ P pMeC
Piruvato B-metilglutaconil-CoA
HCO% +
PC\- ATP 4’
aop+p;,  Acetil-CoA <= aminoacetil-CoA

Gluconeogénesis 1

N\

Oxalacetato

l

HCO&\
Ciclo del ACC i
acido citrico ADP+ By
Citrato Malonil-CoA
i Succinil-CoA
HCO; i
b ATP ~.r
PCC L
ADP+ P; Lipogenesis
Propionil-CoA

Valina Metionina

Isoleucina

Figura 10 .Rutas metabdlicas en las que participan las carboxilasas dependientes de

biotina.
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2. ANTECEDENTES DEL PROYECTO DE TESIS

Estudios previos en han encontrado que la administracién de dosis farmacolégicas de
biotina en humanos no deficientes de la vitamina aumentan la actividad de las
carboxilasas en los linfocitos Baez-Saldafna y cols. 2004). La administracion de 15 mg
al dia de biotina incrementa aproximadamente al doble la actividad de la propionil-CoA
carboxilasa, este efecto se observé tanto a los 14 como a los 28 dias de tratamiento. La
respuesta a la administracion de biotina fue todavia mayor sobre la piruvato
carboxilasa, donde se observa que la administracién de biotina durante 14 dias produce
un aumento en la actividad de 2.5 veces y este aumento se incrementa a 3.5 veces en
respuesta al tratamiento durante 28 dias con biotina. Otros autores (Wolf y Rosenberg,
1979; Bartlett y cols., 1980) también encontraron que la administracion farmacolégica
de biotina aumenta la actividad de la propionil-CoA carboxilasa en linfocitos vy
fibroblastos de individuos no deficientes de biotina. Similarmente en una linea celular
de linfocitos T (Jurkat), dosis de 10 nM de biotina incrementan la actividad de la
propionil Co-A carboxilasa al igual que la cantidad de la proteina biotinilada (Manthey y
cols., 2002). La masa biotinilada de la 3-metil-crotonil-CoA carboxilasa también se ve
incrementada en respuesta a la administracion de dosis farmacolégicas de la vitamina
(Manthey y cols., 2002). La administracion de dosis farmacolégicas de biotina de 20 mg
al dia durante 21 dias en individuos no deficientes de la vitamina produce un aumento
en la abundancia del RNAm de la 3-metil-crotonil-CoA carboxilasa (Wiedmann y cols.,
2004)
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3. MARCO TEORICO

Diversas investigaciones han encontrado que la biotina puede ser usada
terapéuticamente en dosis entre 9 y 16 mg al dia para reducir la hiperglucemia y la
hipertrigliceridemia (Coggeshall y cols., 1985; Maebashi y cols., 1993; Reyilla-Monsalve
y cols., 2006) y han recientemente aparecido en el mercado, agentes antidiabéticos
conteniendo dosis farmacoldgicas de biotina de 2 a 2.5 mg (Fernandez-Mejia, 2005).
Un estudio clinico previo de nuestro laboratorio encontré que la administracion de dosis
farmacoldgicas de biotina aumentan la actividad enzimatica de piruvato carboxilasa y
propionil-CoA carboxilasa en linfocitos humanos lo que indica que el exceso de biotina
modifica la actividad de las carboxilasa (Baez-Saldafa y cols., 2004). Estos hallazgos
fueron inesperados ya que durante mucho tiempo se considerd que la biotina era
captada en el organismo de acuerdo a los requerimientos diarios y que su exceso se
excretaba por la orina, por lo que se consideraba improbable que un exceso de esta
vitamina modificase la cantidad de biotina unida a sus apoenzimas, la actividad y/o la
expresion de las carboxilasas. El aumento de la actividad de las carboxilasas en
respuesta a dosis farmacoldgicas de biotina nos indujeron a hacernos la pregunta si la
biotina era capaz de modificar la actividad de las carboxilasas en otros tejidos. En
particular nos interesé saber si el aumento producido por la biotina sobre la piruvato
carboxilasa en los linfocitos, se produce también en tejidos gluconeogénicos en donde
esta enzima tiene un papel fisioldgico muy importante. Debido a las complicaciones
éticas que representa la obtencion de tejidos vitales como el higado y el rifidn en
humanos, proponemos el estudio del efecto de dosis farmacolégicas de biotina sobre la
actividad de las carboxilasas en el higado y en el rindn de ratas, con el objetivo de
determinar si la administracién de biotina modifica la actividad y la masa biotinilada de
las carboxilasas. Se analizaran los efectos de dos concentraciones de biotina: 0.2 mg/
kg de peso y 2 mg/ kg de peso. La primera concentracion es analoga a la administrada
en nuestro estudio en humanos (Baez-Saldafa y cols., 2004). La dosis de 2 mg/Kg de
peso sera utilizada debido a que hay investigaciones que han reportado que esta dosis
produce modificaciones en el metabolismo de los carbohidratos (Dakshinamurti y cols.,
1968, 1970); dado que la piruvato carboxilasa tiene un papel muy importante en la
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gluconeogénesis, consideramos importante estudiar el efecto de la biotina a esta dosis.
Estos estudios serviran para determinar si dosis terapéuticas de biotina modifican la

actividad de las carboxilasas.
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4. HIPOTESIS
La administracion de dosis terapéuticas de biotina en ratas Wistar macho incrementara

la actividad de la piruvato carboxilasa y propionil-CoA carboxilasa en el higado vy el

rinén.

5. OBJETIVO
Determinar el efecto de la administraciéon de dosis farmacolégicas de biotina en ratas

Wistar macho, sobre la actividad de la piruvato carboxilasa y propionil-CoA carboxilasa

en el higado y el rifidn.
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6. METODOLOGIA

6.1 Modelo animal

Se trabajé con ratas Wistar machos de 200-300g de peso (7 a 9 semanas),
alimentacion ad libitum, a las cuales se administro una dosis diaria de biotina de 0.2 y 2
mg/ kg por via intraperitoneal en solucion salina (1.32 uL/ g peso), durante periodos de
12 y 26 dias, el grupo de ratas control recibié unicamente solucion salina (el mismo

volumen que para el grupo en tratamiento).

6.2 Obtencion de 6rganos.

Las ratas fueron sacrificadas con una inyeccion intraperitoneal de 300 puL de
pentobarbital sédico a una concentracion de 63 mg/ mL, después de lo cual se

disectaron el higado y ambos rifiones.

6.3 Preparacion de los homogeneizados

Los tejidos se lavaron con PBS y se pesaron 500 mg de cada tejido. Los tejidos fueron
colocados en 3 mL de amortiguador de homogeneizado con 120 uL de una solucién de
inhibidor de proteasas Complete®. El tejido fue homogenizado con ayuda de un
Polytron® (Kinematica, Krienslu) a 4°C en tres pulsos de 15 s con intervalos de 30 s
entre cada pulso. Las células disgregadas se lisaron usando un sonicador (Branson Cell
Disruptor 200, danbury, CT) a 4°C en tres pulsos de 15 s con intervalos de 30 s entre
cada pulso. EI homogeneizado fue centrifugado 15 min a 7000 g a 4°C. El
sobrenadante fué recuperado y se ultracentrifugé por 30 min a 100 000 g a 4°C

(Beckman Optima ILX Ultracentrifuge). En el sobrenadante recuperado se cuantifico la
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proteina total soluble y se determind tanto la actividad enzimatica como la masa

biotinilada de las carboxilasas.

6.4 Cuantificacion de la proteina.

La cuantificacion se basa en la ley de Lambert y Beer que fundamenta todos los
métodos colorimétricos. La proteina participa en una reaccion que da origen a un
compuesto colorido donde la cantidad de color generado es proporcional a la
concentracion de proteina.

Las proteinas se cuantificaron por el método de Bradford, tomando 20 uL de
homogeneizado y aforando a 1 mL con agua desionizada (H>O DI), de esta dilucion se
tomaron 20 pyL aforando a 800 uL con H,O DI, finalmente se agregaron 200 uL de
solucion de Bradford, se dejaron reposar no mas de 10 minutos y se leyd su
absorbencia a 595 nm, los valores de absorbencia obtenidos se interpolaron en una
curva estandar elaborada con Albumina Sérica Bovina (ABS) preparada realizando
diluciones de una concentracion stock de 14 mg/ mL de ABS. Las concentraciones de
referencia fueron de 0, 1.4, 2.8, 5.6, 11.2, y 14 yg/ mL.

6.5 Actividad de las Carboxilasas.

La determinacion de la actividad de la piruvato carboxilasa y propionil-CoA carboxilasa
se basa en la incorporacién de '>CO, al sustrato (piruvato en el caso de PC y propionil
CoA en el caso de PCC) dando origen al '*C-acido no volatil correspondiente. La
cantidad de *CO, no fijada se remueve por evaporacion.

El experimento se realizd en condiciones saturantes por lo que se decidié que la
concentracion de los sustratos fuera 10 veces arriba de la Km para cada enzima. (Wolf,
1995)
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Por cada 6rgano homogeneizado se etiquetaron y prepararon tres tubos de la siguiente

manera.

Tubo con sustrato

Tubo sin sustrato

Tubo sin extracto

25 pL de homogeneizado*

25 pL de homogeneizado*

100 uL de solucion de
reaccion con coenzima*y

sustrato

100 uL de solucion de
reaccidn sin coenzima** ni

sustrato

100 uL de solucion de
reaccion con coenzima**y

sustrato

*Estos 25 pL de homogeneizado contienen 50 ug de proteina

** Acetil-CoA en el caso de piruvato carboxilasa

Soluciones de reaccion para cada enzima.

Solucién de reaccion para PC Solucién de reaccion para PCC
Concentraciones finales en 100 pyL Concentraciones finales en 100 pL
de reaccion de reaccion
Tris HCI 50 mM Tris HCI 50 mM
MgCl, 10 mM MgCl, 10 mM
ATP 0.6 mM 94 mM
Triton X-100 0.5 % ATP 0.8 mM
DTT 5 mM Tritén X-100 1%
NaHCO; 10 mM DTT 5 mM
Piruvato 4 mM NaH'*CO; 10 mM

Coenzima: Propionil-CoA 0.58 mM
Acetil-CoA 29 mM

Los tubos se incubaron 30 min a 30°C. Transcurrido el tiempo de incubacion, la

reaccion se detuvo con 50 pL de acido tricloroacético (ATC) 20% y se agitdé en un
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vortex, los tubos se centrifugaron 15 min a 9000 rpm a 4°C. El sobrenadante fue
recuperado en viales de centelleo, y el boton se resuspendié con 100 yL de ATC 10%.
La suspensién se centrifugd nuevamente 15 min a 9000 rpm a 4°C, y se recuperé el
sobrenadante adicionandose a su respectivo vial. Los viales fueron colocados en una
parrilla de calentamiento por una noche para la evaporacion de todo el sobrenadante y
asi dejar en el vial la radiactividad fijada por cada enzima. Cuando el interior del vial se
observo completamente seco se agregaron 500 uL de H,O DI para resuspendery 5 mL
de liquido de centelleo. Los viales se metieron en un contador de centelleo liquido
(MINAXIb TRI-LAB 4 000 SERIES) y se determinaron las desintegraciones por minuto
(DPM).

La actividad especifica se calculd relacionando las desintegraciones por minuto entre
los miligramos de proteina de la muestra y el tiempo de incubacion. Y se reportaron los

pico moles fijados de CO; radiactivo por miligramo de proteina por minuto.

DPM "CO; fijado 1 pmol "CO, pmol *CO,

X X
(mg de proteina) (30 min de incubacién) 0.01012 DPM mg min
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6.6 Determinacion de la masa biotinilada de PC y PCC por Western Blot de proteinas

biotiniladas

Preparacién del gel de poliacrilamida 0.75mm 8% (Cantidad para dos geles)

Gel Separador Gel Concentrador
Acrilamida 30% 2.7 mL 850 pL
Tris HCI 2.5 mL* 1.25 mL**
H,O 4.7 mL 2.85 mL
SDS 10% 100 pL 50 yL
APS 15% 50 pL 25 uL
TEMED 5uL 5L

* Tris HCI 1.5 M pH 8.8; ** Tris HCI 0.5 M pH 6.8

El armado de la camara de electroforesis y de los portageles fué conforme a las
instrucciones de la camara Miniprotean 3® (BIO-RAD), verificando antes de preparar
los geles que no haya fugas de liquido.

Los geles de 0.75 mm se prepararon por separado en tubos de plastico de 14 mL. El
gel separador se prepard primero, y se agregaron 3 mL a cada portagel, se agrego
agua hasta el borde final para evitar la formacién de burbujas, se dejaron gelificar cerca
de 20 minutos. Una vez gelificados se prepar6 el gel concentrador y se agregé hasta el
borde, se coloco el peine y se dejaronn gelificar 20 min.

Fue ensamblada la camara y se agregaron 300 mL del amortiguador de Corrida. Los
geles pueden utilizarse hasta 24 h después de gelificar si estan con el amortiguador de

corrida y a 4°C, pero no deben utilizarse después de 48 h.
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6.6.1 Preparacion de las muestras.

Una vez cuantificada la proteina por el método de Bradford, se estandariz6 la cantidad
de proteina con una dilucion, para que todas las muestras tuvieran una concentracion
de 200 pg de proteina por cada 100 pL.

Cada muestra se preparé agregando 25 pL de la dilucidn de proteina y 25 pL de

amortiguador para muestra, que contiene:

B-mercaptoetanol 5uL

Amortiguador para muestra | 20 yL

El marcador de peso molecular biotinilado fue preparado de la siguiente forma:

Amortiguador para muestra 10 uL

Estandar de peso molecular 1yl

- Mercaptoetanol 2L
H,O 8 |JL

Las muestras y el marcador se calentaron en agua a ebullicion por 10 min. Se
centrifugaron para bajar todo el liquido de las paredes de los tubos y se dejaron enfriar

antes de cargarse en el gel.

6.6.2 Carga de las muestras.

Se colocaron 10 uL de la mezcla del marcador en el pozo 10 de cada gel y se colocaron

25 pL de muestra en cada uno de los pozos. Ademas se cargaron 5 uL de un marcador

pretefiido como control de la transferencia. Se colocaron los electrodos y se aplico un
voltaje de 90 volts, por un tiempo aproximado de una hora y media.
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6.6.3 Transferencia

Concluido el tiempo de corrida se desmonto la camara y las placas de vidrio, se separé
la parte del gel concentrador y se marcé el gel separador a modo de identificar el orden
de cargado posteriormente.

Se cortaron trozos de membrana de nitrocelulosa y papel filtro con medidas de 7 X 10
cm y se usaron 6 trozos de papel filtro por cada membrana.

El gel y su respectiva membrana de nitrocelulosa se colocaron en bandejas de plastico
por separado con 25 mL de amortiguador de transferencia cada una. Por separado, en
otra bandeja, se colocaron los trozos de papel filtro también con amortiguador de

transferencia. Se dejaron en agitacion constante por 30 min.

Para transferir:

1. Se colocd una cama de tres trozos de papel filtro previamente escurridos para

cada gel; cuidando que no se formaran burbujas de aire ni quedaran fibrillas de papel

entre cada capa.

2. Se coloco la membrana de nitrocelulosa cuidando que no se formaran burbujas
de aire.
3. Se colocé cuidadosamente el gel cuidando de no romperlo y que quedara

perfectamente alineado y sin burbujas.

4. Se colocaron otras tres capas de papel filtro sin burbujas y sin fibrillas y se coloco
la plancha de la cdmara de transferencia (Trans blot SD, Semi-dry transfer cell, BIO-
RAD).

La transferencia se realiz6é a 18 volts por 20 min. Se cuid6é que el amperaje no rebasara
los 0.5 A para que la transferencia se realizara correctamente.
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6.6.4 Bloqueo y revelado.

Terminada la transferencia se desecharon los papeles filtro. Las membranas se
colocaron por separado en bandejas con 25 mL de colorante rojo Ponceau’s y se
dejaron tefiir por 5 min, se enjuagaron con H,O DI hasta que se observaron claramente
las bandas de proteina. Las membranas se dejaron secar y se escanearon para realizar
el analisis densitométrico de proteina total. Para el analisis densitométrico se utilizo el
software Collage version 3.0 que proporciona un valor numérico proporcional a la
intensidad de las bandas de proteina.

Las membranas fueron colocadas posteriormente en bandejas de plastico con 25 mL de
amortiguador de bloqueo y se dejaron en agitacion constante por una noche a 4°C.
Terminado el tiempo de bloqueo, las membranas se lavaron con solucién de TBS-
Tween 0.1% una vez por 5 min.

Después se agregaron 25 mL de amortiguador de lavado a cada membrana y se
adicionaron 5 pL de estreptavidina fosfatasa alcalina. Las bandejas fueron cubiertas de
la luz con papel aluminio y se dejaron en agitacion constante por 2 horas a 4°C en
oscuridad.

Transcurrido el tiempo las membranas nuevamente se lavaron con solucion de TBS-
Tween 0.1% dos veces por 5 min para cada lavado.

Las membranas se lavaron por ultima vez con amortiguador de Tris-HCI .0.15 M a pH
8.8 por 5 min.

La estreptavidina fosfatasa alcalina se une a la biotina, lo que permite la deteccion de la
forma de holocarboxilasas de PC y de PCC, y necesita de dos reactivos para producir el

complejo colorido detectable; Estos reactivos se prepararon de la siguiente forma.

30 mg de NBT disuelto en 700 pL de

1 mL de nitro azul de tetrazolio (NBT)
DMF + 300pL H,O DI

15 mg de BCIP disuelto en 1 mL de

1 mL de 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (BCIP) DMF

DMF. N,N-dimetilformamida
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Después del ultimo lavado se colocan 25 mL del amortiguador de revelado AP y se
agregan por las paredes 50 pyL del reactivo NBT y 50 uL del reactivo BCIP a cada
membrana.

La aparicion de las bandas debe mostrarse a los pocos segundos de homogenizada la
mezcla de los reactivos.

Después de aparecidas las bandas, las membranas se enjuagaron con abundante agua
y se dejaron secar para después escanearlas. El analisis por densitometria de las
bandas correspondientes a las proteinas biotiniladas se realizé usando el mismo

software que para la proteina total.

6.7 Analisis estadistico

Los calculos estadisticos se efectuaron con el programa Origin 6.0, los resultados
obtenidos se expresan como la media + error estandar del porcentaje de cambio de los
grupos tratados con biotina con respecto al grupo control. Las diferencias entre
tratamientos fueron analizadas con una prueba ANOVA de una via. El nivel de

significancia fue establecido en p < 0.05
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7. RESULTADOS

7.1 ACTIVIDAD ESPECIFICA.

Estudios previos en nuestro laboratorio demostraron que la administracion de biotina
incrementa la actividad de las carboxilasas en linfocitos humanos (Baez-Saldafa y cols.
2004). Con el fin de determinar si la administracion de biotina modifica la actividad de
las carboxilasas en tejidos como el higado y el rifidn, se determin6 el efecto de la
administracién de diferentes concentraciones de biotina sobre la actividad especifica de

la piruvato carboxilasa y la propionil-CoA carboxilasa.

La grafica 1 muestra el efecto de la administracion de biotina sobre la actividad
especifica de la piruvato carboxilasa hepatica. Los resultados demuestran que la
administracién intraperitoneal de 2 mg de biotina/ kg de peso durante 12 o 26 dias no
modifico la actividad de la enzima en relacion con la actividad observada en las ratas
tratadas con el excipiente (PBS.). De manera similar, no se observan modificaciones
sobre la actividad de la PC hepatica, cuando se administré una dosis de biotina de 0.2

mg/kg de peso (Grafica 2)
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Grafica 1. Actividad especifica de la piruvato carboxilasa en higado de ratas tratadas
con biotina dosis 2 mg/ kg. Cada columna representa la media + error estandar de una
n = 6.
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Grafica 2. Actividad especifica de la piruvato carboxilasa en higado de ratas tratadas

con biotina dosis 0.2 mg/ kg, Cada columna representa la media * error estandar.
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En la grafica 3 se presentan los resultados obtenidos con el efecto de la biotina sobre la
actividad especifica de propionil-CoA carboxilasa hepatica. No se observaron
diferencias significativas entre la actividad de la enzima en las ratas control y las
tratadas con dosis de 2 mg/ kg de la vitamina. Igualmente, analizamos el efecto del
tratamiento con biotina con dosis de 0.2 mg/ kg de peso, como puede observarse en la
grafica 4, no existen diferencias significativas entre las actividades especificas de la
PCC de las ratas del grupo control y a las que se les administro la vitamina en ninguno
de los dias de tratamiento.
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Grafica 3. Actividad especifica de la propionil-CoA carboxilasa en higado de ratas
tratadas con biotina dosis 2 mg/ kg. Cada columna representa la media + error estandar

de unan =6.
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Grafica 4. Actividad especifica de la propionil-CoA carboxilasa en higado de ratas
tratadas con biotina dosis 0.2 mg/ kg. Cada columna representa la media + error

estandar de una n = 6.
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También se analizd el efecto de la administracion de biotina sobre la actividad de las
carboxilasas en el rindn. La administracion de las dosis farmacolégicas de la vitamina a
los 12 o0 26 dias no modificé sustancialmente la actividad de la piruvato carboxilasa
(Gréfica 5 y Grafica 6) observada en las ratas tratadas con el vehiculo.
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Grafica 5. Actividad especifica de la piruvato carboxilasa en rifidn de ratas tratadas con
biotina dosis 2 mg/ kg. Cada columna representa la media £ error estandar de una n =
6.
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Grafica 6. Actividad especifica de la piruvato carboxilasa en rifidn de ratas tratadas con
biotina dosis 0.2 mg/ kg. Cada columna representa la media + error estandar de una n =
6.
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El efecto de la administracion de biotina sobre la actividad de la PCC en el rifion
también se evalud. No se observaron diferencias significativas entre la actividad de la
enzima renal entre los animales del grupo control y los animales de los grupos tratados
con 2 0 0.2 mg de biotina/ kg de peso a ninguno de los dias de tratamiento (Grafica 7 y
8).
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Grafica 7. Actividad especifica de la propionil-CoA carboxilasa en riidén de ratas
tratadas con biotina dosis 2 mg/ kg. Cada columna representa la media + error estandar

deunan=6
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Grafica 8 Actividad especifica de la propionil-CoA carboxilasa en rifidn de ratas tratadas
con biotina dosis 0.2 mg/ kg. Cada columna representa la media + error estandar de
unan==o6
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7.2 MASA BIOTINILADA

También se determind el efecto de la administracion de diferentes concentraciones de

biotina sobre la masa biotinilada de la PC y la PCC.

La grafica 9 muestra el efecto de la administracion de biotina sobre la masa biotinilada
de la PC hepatica. Los resultados demuestran que la administracién intraperitoneal de 2
mg de biotina/ kg de peso durante 12 o 26 dias no modific6 la masa biotinilada en
relacion con la actividad observada en las ratas tratadas con el excipiente (PBS). De
manera similar, no se observan modificaciones sobre la masa biotinilada de la piruvato
carboxilasa hepatica, cuando se administré una dosis de biotina de 0.2 mg/kg de peso
(Gréfica 10)
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Grafica 9. Masa biotinilada de la piruvato carboxilasa en higado de ratas tratadas con
biotina dosis 2 mg/ kg. Cada columna representa la media + error estandar de una n =
6.
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Grafica 10. Masa biotinilada de la piruvato carboxilasa en higado de ratas tratadas con

biotina dosis 0.2 mg/ kg. Cada columna representa la media + error estandar de una n =
6.

En la grafica 11 se presentan los resultados obtenidos en el efecto de la biotina sobre la
masa biotinilada de PCC hepatica. No se observaron diferencias significativas entre la
masa biotinilada de la enzima en las ratas control y las tratadas con dosis de 2 mg/ kg
de la vitamina. En la grafica 12, se muestran los resultados del efecto del tratamiento
con biotina con dosis de 0.2 mg/ kg de peso, como puede observarse no existen
diferencias significativas entre las ratas del grupo control y a las que se les administro la
vitamina en ninguno de los dias de tratamiento.
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Grafica 11. Masa biotinilada de la propionil-CoA en higado de ratas tratadas con biotina

dosis 2 mg/ kg. Cada columna representa la media * error estandar de una n = 6.
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Grafica 12. Masa biotinilada de la propionil-CoA en higado de ratas tratadas con biotina

dosis 0.2 mg/ kg. Cada columna representa la media + error estandar de una n = 6.
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También se analiz6 el efecto de la administracion de biotina sobre la masa biotinilada
de las carboxilasas en el rindn. La administracion de diferentes dosis de la vitamina a
los 12 o 26 dias no modifico sustancialmente la masa biotinilada de la piruvato
carboxilasas (Grafica 13 y Grafica 14) observada en las ratas tratadas con el vehiculo.
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Grafica 13. Masa biotinilada de la piruvato carboxilasa en rindn de ratas tratadas con
biotina dosis 2 mg/ kg. Cada columna representa la media £ error estandar de una n =
6.
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Grafica 14. Masa biotinilada de la piruvato carboxilasa en rindn de ratas tratadas con

biotina dosis 0.2 mg/ kg. Cada columna representa la media + error estandar de una n =
6.
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El efecto de la administracion de biotina sobre la masa biotinilada de la propionil-CoA
carboxilasa se evalud. No se observaron diferencias significativas entre la masa
biotinilada de la enzima renal entre los animales del grupo control y los animales de los

grupos tratados con 2 o 0.2 mg de biotina por kg de peso a ninguno de los dias de
tratamiento (Grafica 15y 16).
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Grafica 15. Masa biotinilada de la propionil-CoA en riidn de ratas tratadas con biotina

dosis 2 mg/ kg. Cada columna representa la media * error estandar de una n = 6.
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Grafica 16. Masa biotinilada de la propionil-CoA en riidn de ratas tratadas con biotina

dosis 0.2 mg/ kg. Cada columna representa la media + error estandar de una n = 6.
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8. ANALSIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Estudios previos en nuestro laboratorio encontraron que la administracién de 15 mg al
dia de biotina (aproximadamente 0.2 mg/ kg de peso) incrementa la actividad de las
carboxilasas en linfocitos humanos (Baez-Saldafia y cols., 2004.). Los resultados de
esta tesis muestran que la administracion de dosis equivalentes a las administradas en
humanos, no modificd ni la actividad ni la masa biotinilada de las enzimas piruvato
carboxilasa y propionil-CoA carboxilasa ni en el higado ni en el rifion. La administracion
de dosis de biotina 10 veces mayores, 2 mg/ kg de peso, dosis que en estudios en ratas
han mostrado tener efectos en el metabolismo de los carbohidratos (Dakshinamurti y
cols., 1994 ), tampoco modifico la actividad ni la masa biotinilada de las carboxilasas.
Hubiese sido muy importante evaluar en este trabajo el efecto de la biotina sobre la
actividad de la carboxilasas y la masa biotinilada en los linfocitos de la rata para poder
comparar los resultados con los obtenidos en linfocitos humanos, observacién que dio
pauta a estos estudios. Sin embargo, aunque estos analisis se realizaron, ambas
técnicas no tuvieron la sensibilidad necesaria para detectar a las carboxilasas de los
linfocitos, lo que indica que la cantidad de las holocarboxilasas asi como la actividad de

estas enzimas es muy baja en estas células en las ratas.

Los efectos de la administracion de dosis suprafisiologicas de biotina en diferentes
tejidos ha sido poco estudiada. Estudios efectuados por Lewis y cols en el 2001, en el
higado analizando el efecto de diferentes dosis de biotina sobre la masa biotinilada de
las carboxilasas, encontraron que la ingestion de dietas conteniendo dosis
farmacoldgicas de biotina (aproximadamente 6 mg/ kg peso) durante 21 dias produjo
una disminucién de la masa biotinilada de propionil-CoA carboxilasa, sin afectar a la
masa de la piruvato carboxilasa. Las dosis usadas en nuestros estudios fueron 3 y 30
veces menores, lo cual podria explicar las diferencias obtenidas entre nuestros
resultados y los datos obtenidos por Lewis. Otra posibilidad de estas diferencias podria
estar relacionada con la via de administracion: en nuestra experimentacion la
administracién se efectud intraperitonealmente, en tanto que en los experimentos de

Lewis la biotina formaba parte de la dieta. Nosotros especulamos que la asimilacion de
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la biotina en la dieta, al ser mas fisioldgica y gradual podria ser manejada de manera
diferente a la administracion aguda intraperitoneal usada en nuestra investigacion. Esta
hipdtesis se encuentra investigandose actualmente en el laboratorio, los resultados
preliminares indican que la ingesta de 5-10 mg/ kg de peso, a través de una dieta
suplementada con biotina (datos no publicados), no modifican la actividad de las
carboxilasas en el higado. No se consideré el evaluar el efecto de la biotina
administrada por via intraesofagica debido al estrés que se produce al animal y porque
existen reportes que sefalan que los glucocorticoides, hormonas producidas en estados
de estrés, modifican el metabolismo de la biotina incrementando su excrecion y sus
concentraciones plasmaticas (Rathman y cols., 2002).

Con base en nuestros estudios en humanos, la hipdtesis al inicio de este trabajo
propuso que si la administracion de dosis terapéuticas de biotina era capaz de
incrementar la actividad de las carboxilasas en linfocitos, era posible que estas dosis de
biotina modificasen la actividad de las carboxilasas en otros tejidos. Asumiendo que no
existiesen diferencias de especie entre las carboxilasas, de acuerdo con nuestros
resultados se podria proponer que la diferente respuesta a dosis terapéuticas de biotina
entre las carboxilasas en linfocitos y las carboxilasa hepaticas y renales, podria deberse
a distinta regulacion de la expresion de las isoenzimas en los diferentes tejidos. Como
se sefald en la introduccién, en mamiferos la PC es codificada por un solo gen que da
lugar a varias isoformas de mRNA, siendo la expresion de estas isofomas tejido-
especifica, por lo que podria ser posible que dosis farmacolégicas de biotina regularan
de manera tejido especifica la expresion de la PC. No se sabe si la PCC posee
isoenzimas. Otra posibilidad seria que las carboxilasas en el higado y en el rindn se
encontrasen en su forma de holocarboxilasas, en tanto que en los linfocitos parte de las
enzimas se encontrasen en su forma de apoenzima, de tal manera que la llegada de un

exceso de biotina forzase su transformacion a la forma de holoenzima activa.
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9. PERSPECTIVAS.

Disefar metodologias con la sensibilidad adecuada para determinar el efecto de dosis
farmacoldgicas de biotina sobre la actividad de las carboxilasas y la masa biotinilada en
los linfocitos de rata, con el fin de determinar si el incremento sobre la actividad de
estas enzimas observada en humanos se produce también en este roedor; esto
permitiria definir si las carboxilasas de los linfocitos de rata y humano responden de

similar manera a dosis farmacoldgicas de biotina.

Alternativamente, se podria establecer un protocolo experimental para obtener biopsias
de higado de humano y comparar el efecto de dosis farmacoldgicas de biotina sobre la
actividad y masa biotinilada de las carboxilasa hepaticas, con el fin de determinar si el
efecto de la vitamina sobre las carboxilasas hepaticas y renales es similar entre la rata y
el humano.

Analizar el efecto dela administracién oral de biotina sobre la actividad y masa
biotinilada de las carboxilasas en diferentes tejidos, experimentos que como se

mencionod en la discusion, se encuentran en desarrollo.
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10. CONCLUSION

La administraciéon intraperitoneal de biotina a dosis farmacolégicas de 0.2 mg/ kg y 2
mg/ kg) no modifican ni la actividad ni masa biotinilada de la piruvato carboxilasa y

propionil-CoA carboxilasa hepatica y renal.
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Il APENDICE

ACRILAMIDA 30% (100m L)

Acrilamida 291g
Bis-Acrilamida 09g
H,O Dl c.b.p. 100 mL

AMORTIGUADOR DE BLOQUEO (100 mL)

Leche descremada 59
TBS pH 7.4 c.b.p. 100 mL

AMORTIGUADOR DE CORRIDA (1L)

TRIS-Base 30.3¢g
Glicina 1442 g
SDS 10.0g

AMORTIGUADOR DE MUESTRA (50 mL)

TRIS-HCI pH 6.8 2.5 mL
SDS 19
Glicerol 5.8 mL
Azul de bromofenol 5 mg
H,O DI c.b.p. 50 mL

AMORTIGUADOR DE REVELADO AP

AMORTIGUADOR DE TRANSFERENCIA (2 L)

TRIS-Base 6.04g
Glicina 28.82¢
Metanol 400 mL
PBS (1L)

Naz;HPO,4 1429

NaCl 94¢g
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ROJO DE PONCEAU (1 L)

Concentrado de rojo de Ponceau
H,O DD c.b.p.

TBS (1L)

TRIS-Base

NacCl

TBS TWEEN 0.1% (1 L)
TRIS-Base

NaCl
Tween 20

10 mL
100 mL

2423 g
29.5g

2423 g
29.5¢
1 mL
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